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1 Zusammenfassung

Die in der in dieser Studie erhobenen Daten bieten eine aufschlussreiche Analyse im akuten
Stadium der Ko-Infektion von HIV und Syphilis. Sie erlauben zudem einen Vergleich zu chro-
nisch-infizierten HIV-Individuen (cHIV) unter ART sowie zu einer HIV-negativen und Syphilis-
negativen Kontrollgruppe (CTRL).

Unsere erhobenen Daten unterstlitzen die Annahme, dass eine Ko-infektion den klinischen
Verlauf der HIV-Infektion verschlechtern kann.

Es besteht eine signifikant ausgepragte Depletion von CD4*-T-Zellen (Tcps) in der ersten Ko-
horte (aHIV/S). Dies verdeutlicht den pathologisch gesteigerten Verbrauch dieser Zellgruppe.
Die beeintrachtigte Funktion, Aktivierung und Erschépfung der T-Zellen, die bei einer akuten
HIV/Syphilis-Ko-Infektion beobachtet werden, kann zu einer verminderten Kontrolle der HIV-
Replikation fuhren. Dies konnte auch die erhéhte HI-Viruslast (RNA-Kopien/mL) in der ersten
Kohorte (aHIV/S) im Vergleich zur zweiten Kohorte (aHIV) erklaren.

Zudem ist die gesteigerte Expression von PD-1, HLA-DR sowie die erhdhten IFN-gamma-
Spiegel bei ko-infizierten Patienten anzumerken. Dies sind deutliche Hinweise fur die vermu-
tete Annahme, dass bei einer Ko-Infektion eine erhdhte Aktivitat und damit verbundene Kom-
plexitat der humanen Immunantwort vorliegt. Aufgrund dieser Annahme kénnte man eine ge-
steigerte und schnellere Erschépfung der Immunzellen vermuten. Daraus mag zum Beispiel
eine Begunstigung fiir opportunistische Infektion resultieren.

In den Untersuchungen zeigen sich gewisse Trends. Einige Fragen bezuglich der Interaktion
zwischen einer HIV- und Syphilis-Infektion bleiben offen. Es bedarf longitudinaler Studien mit
besonderem Augenmerk auf die langfristigen Auswirkungen der Ko-Infektion HIV und Syphilis
nach Beginn einer ART. Speziell die Untersuchung des HIV-Reservoirs ware in diesem Zu-
sammenhang von grof3er Bedeutung. Es besteht namlich hier Anlass zum Verdacht auf eine
schnellere Etablierung eines HIV-Reservoirs. Einerseits aufgrund der gesteigerten PD-1 Ex-

pression, als auch aufgrund der erhéhten HI-Viruslast in den ko-infizierten Kohorten.



2 Einleitung

21 Das humane Immundefizienz-Virus

Seit der Isolierung des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) 1982 durch Luc Montagnier und
Frangoise Barré-Sinoussi gab es bahnbrechende Fortschritte in den Bereichen Therapie und
Aufklarung [1, 2]. Die globale Belastung der Weltbevoélkerung mit HIV belauft sich aktuell auf
rund 38 Millionen Menschen. Mit mehr als 40 Millionen Toten bis 2022, gilt die AIDS Pandemie
als eine der todlichsten [3]. Trotz der vielen Fortschritte hat HIV mit Hinblick auf seine sozialen
und 6konomischen Implikationen weiterhin eine hohe Relevanz fiir die Gesundheit der Welt-

bevolkerung.

Das Virus ist ein RNA-Virus aus der Familie der Retroviridae, welches spezifische Immunzel-
len infiziert und zerstort, insbesondere CD4+ T-Lymphozyten. Eine HIV-Infektion verlauft bei
jedem Wirt sehr unterschiedlich. Grundsatzlich wird von folgenden Phasen gesprochen: der
akuten HIV-Infektion, der HIV-Infektion ohne Symptome, der HIV-Infektion mit Symptomen
und AIDS, welches das Endstadium darstellt. Ohne Behandlung fuhrt AIDS zu schweren op-
portunistischen Infektionen und Krebserkrankungen mit schlieBlich meist letalem Ausgang.
Dank der Einfihrung antiretroviraler Medikamente zur Therapie einer Infektion mit HIV in den
1990er Jahren und deren stetigen Weiterentwicklung ist sie zu einer beherrschbaren chroni-
schen Krankheit geworden [4]. Bei frihzeitiger Therapieinitierung und regelmafRiger Medika-
menteneinnahme gleicht die Lebenserwartung der PLWH (People Living With HIV, Menschen
die mit HIV leben) fast der der HIV-negativen Allgemeinbevdlkerung [5].

In dieser Arbeit wird der Fokus vor allem auf dem akuten retroviralen Syndrom (ARS) liegen,
auch bekannt als primare HIV-Infektion oder akute HIV-Infektion. Das ARS definiert sich ent-
weder durch eine hohe HIV-1-Viruslast ohne einen positiven anti-HIV-1 ELISA oder durch ei-
nen positiven HIV-Test, wenn der Western Blot in weniger als 3 Banden positiv ist. Das Syn-
drom tritt typischerweise 2 bis 4 Wochen nach der Infektion mit HIV auf und kann bis zu 4
Wochen andauern [6]. Die Patienten leiden haufig an unspezifischen Symptomen wie Fieber,
Hautausschlag, Fatigue, Kopfschmerzen, Pharyngitis und/oder Lymphadenopathie. 1985
wurde es durch Cooper et al. deshalb als Mononukleose-ahnliche Erkrankung beschrieben
[7]. Diese Symptomatik stellt eine Folge der rapiden Virusvermehrung und der Immunantwort

des Korpers auf die neue Infektion dar [6]. Eine frihzeitige Erkennung und damit die



erfolgreiche Stellung der Diagnose ist aufgrund der unspezifischen Symptome erschwert. Dies

verdeutlicht auch die Raritat von Blutproben von Probanden im Stadium des ARS.

Fiebig et al. entwickelten 2003 ein System zur Einteilung der akuten HIV-Infektion (Abbildung
1). Dieses basiert auf dem Nachweis spezifischer viraler und immunologischer Marker aus
Plasmaproben akut infizierter Probanden und erlaubt eine Einteilung in die Stadien I-VI. Das
System ist besonders in der Forschung und Diagnostik relevant, um den Verlauf der Infektion

zu verstehen und frihzeitig zu behandeln. Die Stadien definieren sich wie folgt:

Stadium | zeigt detektierbare virale Ribonukleinsdure mittels Polymerase-Kettenreaktion
(PCR, engl. Polymerase Chain Reaction), Stadium Il weist positive p24-Antigen gemessen
durch ELISA auf (engl. enzyme-linked immunosorbent assay). Das Stadium Ill manifestiert
sich mit HIV-spezifischen Antikdrpern, detektiert mittels ELISA. In den Stadien IV und V fallt
der Western Blot erstmals positiv aus. Stadium V unterscheidet sich hierbei durch das Ban-
denmuster von Stadium IV und markiert das Ende der akuten HIV-Infektion. Der progressive
Ubergang in das friihe chronische Stadium der Infektion, Fiebig-Stadium VI (erkennbar ab
circa 3 Monaten nach erster RNA-Messung) zeigt den Ubergang der Plasma-Viruslast in die

Plateauphase der Infektion [6, 8, 9].
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Es ist unerlasslich, dass Risikofaktoren firr eine HIV-Infektion wie ungeschutzter Geschlechts-
verkehr, Sexualverhalten oder intravendser Drogenabusus anamnestisch erfragt werden.
Denn das akute retrovirale Syndrom (ARS) fungiert als Katalysator der Epidemie, da das Uber-
tragungsrisiko durch eine hohe Viruslast stark gesteigert ist. Christopher D. Pilcher et al. zeigte
in seiner Publikation, dass Personen beginnend vor dem Ausbruch des akuten retroviralen
Syndroms und 6 Wochen lang danach, hyperinfektids sind [10].

Nach Diagnosestellung einer HIV-Infektion und schneller Initierung der kombinierten antiret-
roviralen Therapie (ART) gelingt in der Regel eine Suppression der Virusreplikation, ein Wie-
deranstieg der CD4" Zellzahl und damit eine Rekonstitution des Immunsystems. Zusatzlich
lasst sich durch eine effektive Senkung der HI-Viruslast auch das Ubertragungsrisiko auf ein

Minimum reduzieren [11].

Dabei lassen sich mehrere Hurden fur eine Eradikation benennen. Zum einen kommt es rasch
nach Beginn der Infektion zur Bildung des bereits o0.g. latenten HIV-Reservoir, wo das Virus
unerkannt durch das Immunsystem persistieren kann. Latent infizierte CD4"-T-
Gedachtniszellen (Twu), welche die virale Virussequenz als provirale HIV-DNA in ihrem eigenen
Genom integriert haben, wandern unter anderem in das Darm-spezifische lymphatische Ge-
webe (GALT), Lymphknoten und das zentrale Nervensystem ein und bilden eine anatomische

Barriere [12]. Bei Absetzen der Medikamente wirde es zu einem erneuten Anstieg der
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Viruslast kommen [13]. Des Weiteren fuhrt die kontinuierliche Exposition des Immunsystems
mit HIV-Antigenen zu einer Erschépfung der T-Lymphozyten.

Im akuten Stadium einer HIV-Infektion beeinflussen ko-inzidente sexuell Ubertragbare Infektio-
nen (STls) die Pathogenese sowie die Immunantwort mafigebeblich. Von besonderer klini-

scher Relevanz ist dabei die Syphilis-Ko-Infektion zu nennen.

2.2 Syphilis

Der Erreger dieser chronischen Infektionskrankheit ist das Bakterium Treponema pallidum
subspezies Pallidum, welches die Syphilis hervorruft.

In den letzten Jahren zeigte sich eine deutliche Zunahme der STls. Die Syphilis ist in Deutsch-
land und weiteren Industriestaaten, wie den USA wieder auf dem Vormarsch [14, 15]. Laut
WHO belief sich die globale Belastung durch Syphilis 2022 schatzungsweise auf 8 Millionen
neue Falle pro Jahr [16, 17]. Der Uberwiegende Anteil von Infektionen in den Industriestaaten
liegt in der Gruppe der MSM [18]. Dies wurde mit einer Zunahme von riskantem Sexualverhal-
ten erklart [19]. Deutschland verzeichnet seit Beginn der 2000er Jahre einen Anstieg der ge-
meldeten Falle (nichtnamentliche Meldungspflicht an das Robert Koch Institut (RKI) durch
IfSG) mit 9519 Fallen im Jahr 2024 [14, 20, 21]. Dabei zeigt sich laut Statistik des RKIs ein
Verhaltnis von Mann zu Frau von 16:1 [20]. Die Entwicklung hierzulande korreliert deutlich mit
dem internationalen Trend. Geografisch zeigte sich die hdchste Inzidenz in den Ballungsrau-
men [14, 21].
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Abbildung 2 Syphilis in Deutschland: Anzahl der gemeldeten Félle nach Geschlecht und Jahr der Diagnose, IfSG-
Meldezahlen 2001 — 2024 (n = 135.089) [21]

Ende des 15. Jahrhunderts wurde die Syphilis erstmals auf dem europaischen Kontinent be-
schrieben. lhre Entdeckung gelang 1905 durch Schaudinn und Hoffmann [18, 22]. Der Mensch
stellt das einzige Erregerreservoir dar. Die Ubertragung findet hauptséchlich sexuell statt, sehr
selten nur vertikal von Mutter zu Kind (Syphilis connata). Eine verletzte Hautbarriere erweist
sich meist als Eintrittspforte [18]. Als Inkubationszeit werden in der Literatur im Durchschnitt 3

Wochen angegeben, je nach Inokulum-Dichte der Ubertragenen Erreger.

Der Verlauf wird in vier Stadien (I-1V) eingeteilt. Sowohl eine symptomatische als auch eine
asymptomatische Infektion kénnen in einer chronischen Infektion minden. Wichtig ist es die
Fruhsyphilis (bis ein Jahr nach der Infektion) von der Spatsyphilis abzugrenzen. Die ersten
beiden Stadien fallen in den Zeitraum der Frihsyphilis. In Stadium | duRert sich die Infektion
meist durch eine derbe, schmerzlose Induration an der Eintrittspforte (,Ulcus durum®) und ggf.
einer regionalen Lymphadenopathie [18, 23]. Beides zusammen wird auch als Primarkomplex
bezeichnet [18].
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Abbildung 3 Schén, M. P., & Bertsch, H. P. (2016). IMAGES IN CLINICAL MEDICINE. Primary and Secondary
Syphilis. The New England journal of medicine, 374(4), 372. https://doi.org/10.10566/NEJMicm1502476; A Ulcus
durum Oberlippe; B -D Papuldses Syphilid an Handen und Fiien; reproduced with permission from (scientific

reference citation), Copyright Massachusetts Medical Society [24]

Im Stadium Il kommt es unbehandelt nach 4-10 Wochen zu einer hamatogenen und lympho-
genen Aussaat des Erregers [18]. Diese manifestiert sich durch generalisierte Krankheitser-
scheinungen, wie zum Beispiel Midigkeit, Fieber, Nachtschweif3, Kopf-, Gelenk- oder Muskel-
schmerzen [18]. Sehr haufig wird auch eine harte Schwellung vieler Lymphknoten beobachtet
(Polyskleradenitis). Aus dermatologischer Sicht sind hier noch Exantheme und Enantheme als
Manifestation der Infektion zu nennen, wovon erstere gerne an Hand- und Ful3flachen auftre-
ten (Abbildung 3). Zudem sind viele weitere Symptome moglich, sodass die Syphilis auch als
,<der Affe“ unter den Krankheiten bezeichnet wird (Nachahmung/Nachéaffen von Krankheiten)
[25]. Zur besseren Erkenntnis der Infektion empfiehlt sich eine sorgfaltige Anamnese, welche
eine Sexualanamnese einschliel3en sollte. Bei bestatigter Infektion mit HIV sollte laut Deutsch-
Osterreichischer Leitlinie zur antiretroviralen Therapie der HIV-1-Infektion der DAIG Stand

September 2020 ein Test auf weitere STDs, insbesondere Syphilis erfolgen [26].

Bleibt die Infektion unbehandelt und heilt nicht spontan aus, schliefl3t sich dem symptomfreien
Intervall die Spatsyphilis an [18]. Dank der zuverlassigen diagnostischen und therapeutischen
Mittel im klinischen Alltag wird diese im deutschen Raum nur noch selten beobachtet. Der
Spatsyphilis werden das dritte Stadium und die quartare Syphilis zugeordnet. Wahrend sich
das Stadium Il vor allem durch tuberése Hautveranderungen (Syphilis tuberosa) und ulzerie-

rende granulomatése Veranderungen, sog. Gummen, die in jedem Organ auftreten kénnen
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(Syphilis gummosa) zeigt, riickt bei der quartéaren Syphilis die ZNS-Beteiligung in den Vorder-
grund [18].

23 HIV/Syphilis-Ko-Infektion

In den vergangenen Jahren wurde eine deutliche Zunahme der Syphilis-Inzidenz beobachtet
[14]. Studien und Umfragen legen nahe, dass Fortschritte in der HIV-Therapie und -Pravention
mit Veranderungen im Sexualverhalten einhergehen [27]. HIV-Risikominimierungsstrategien
— wie der Verzicht auf Kondome bei HIV-serokonkordanten Partnern, eine effektive Viruslast-
suppression sowie die HIV-Praexpositionsprophylaxe (PrEP) — kénnen zu vermehrtem unge-
schutztem Sexualverkehr fihren und dadurch die Transmission anderer sexuell Gbertragbarer
Infektionen, insbesondere der Syphilis, beglnstigen [27]. Seit 2016 wird im Rahmen der Sy-
philis-Meldung nach dem Infektionsschutzgesetz (IfSG) auch eine HIV-Ko-Infektion erfasst.
Dabei besteht nach Angaben des RKI in circa einem Drittel aller Falle eine bestehende Infek-
tion mit HIV [20].

Einige Studien konnten bewiesen, dass die HIV/Syphilis-Ko-Infektion eine klinisch relevante
und gegenseitig verstarkende Kombination darstellt. Salado-Rasmussen et al. zeigte bereits,
dass die Syphilis-Infektion den Erwerb von HIV erleichtern kann und umgekehrt [28, 29]. Auch
Menschen mit antiretroviraler Therapie (ART) sind nach wie vor durch Ko-Infektionen, wie die
Syphilis gefahrdet [30, 31]. Die Syphilis kann den Krankheitsverlauf bei PLWH verschlechtern,
wie durch eine gesteigerte CD4*-T-Zell-Depletion und erhohte Plasma-HIV-1-RNA-Spiegel
nachgewiesen wurde [32, 33]. Zudem gibt es Hinweise auf eine veranderte Immunreaktion bei
vorliegender Ko-Infektion [34]. So scheint die HIV/Syphilis-Ko-Infektion durch eine Zunahme
infammatorischer und antiinflammatorischer Zytokine, wie IL-10, gekennzeichnet zu sein [35,
36].

Ein Risikofaktor fur neurologische Komplikationen bei einer Syphilis-Infektion scheint unter
anderem eine niedrige CD4" Zellzahl zu sein, wie sie bei einer HIV/Syphilis-Ko-Infektion oft-
mals vorzufinden ist [37]. Einige Studien bekraftigen die Annahme, dass das HI-Virus den
Verlauf einer Syphilis-Infektion verschlechtern kann. Dies zeigt sich durch mégliche neurolo-
gische Komplikationen und eine persistierende Infektion [28, 35, 38]. Auch ein friiheres Auf-
treten der gravierenden Neurosyphilis wurde bei ko-infizierten Patienten in einzelnen Studien
beobachtet [18, 37, 39].

Die Folgen einer Ko-Infektion scheinen mannigfaltig und sind bislang wenig erforscht.
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24 Gedachtniszellpopulationen und ihre Rolle in der HIV-Pathogenese

Vor dem Hintergrund der immunologischen Veranderungen bei der HIV/Syphilis-Ko-Infektion
ricken CD4*-T-Gedachtniszellen in den Fokus, da sie sowohl zentrale Effektoren der Immun-
antwort als auch das wichtigste Reservoir fir persistierendes HIV darstellen. Syphilisbedingte
Immunaktivierung und Zytokin-Veranderungen kdnnten deren Aktivierung, Migration und Dif-

ferenzierung beeinflussen und somit zur viralen Persistenz und Immunpathogenese beitragen.

In der vorliegenden Studie lag ein besonderes Augenmerk auf CD4* T-Gedachtniszellen (Tw),
welche in weiteren Stufen der Differenzierung eingeteilt werden kdnnen: Stammzellgedacht-
nis-T-Zelle (Tscm), Zentralgedachtnis-T-Zelle (Tcw), Effektorgeddchtnis-T-Zelle (Tem), Uber-
gangsgedachtnis-T-Zelle (Ttm) und Terminaleffektor-T-Zelle (T+e). Wie in Abbildung 4 ersicht-
lich, folgt die Differenzierung einer progressiven Proliferation, wobei die Zelle in den jeweils
ausgereifteren Typen Ubergehen kann. Zellen am Anfang der Differenzierungsreihe haben
folglich ein gréReres proliferatives und selbsterneuerndes Potential, dafur aber geringere Ef-
fektorfunktionen und umgekehrt.

Mithilfe der Oberflachenmarker Chemokinrezeptor CCR7 und TNF-Rezeptor CD27 kdnnen die
CD4*-T-Gedachtniszellpopulationen weiter differenziert werden [40]. Sind die beiden Rezep-
toren CCR7 und CD27 exprimiert und binden an die passenden Liganden, wird tber die ho-
chendothelialen Venolen der Lymphknoten der Eintritt in die sekundar lymphatischen Organe
ermdglicht. CCR7+/CD27+ T-Zellen werden als Zentralgedachtnis-T-Zellen (Tcuw) zusammen-
gefasst. Folglich migrieren CCR7-/CD27- T-Zellen vermehrt in die peripher lymphatischen Ge-
webe und werden als Effektorgedachtnis-T-Zelle (Tem) definiert. Als CCR7-/CD27+ bilden die
Ubergangsgedéchtnis-T-Zellen (Ttum) eine Ubergangsstufe. Der Fokus der Dissertation liegt
hier vor allem auf den Zentralgedachtnis-T-Zellen (Tcwm), da sie eine héhere Anzahl an replika-
tionskompetenten HI-Viren aufweisen und daher ein wichtiges HIV-Reservoir darstellen [41,
42]. Die Zentralgedachtnis-T-Zellen (Tcwm) sind die direkten Nachfolger der Stammzellgedacht-
nis-T-Zelle (Tscm). Unterschiedliche Mechanismen ermoglichen den Zentralgedachtnis-T-Zel-
len (Tcm) ein langes Uberleben und geben ihnen aufgrund der nahen Verwandtschaft zur

Stammzellgedachtnis-T-Zelle (Tscwm) die Fahigkeit zur proliferativen Erneuerung [43].
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Abbildung 4 Gliederung der CD4 *-T-Gedé&chtniszellen [40]

25 Rolle von Programmed cell death-1 (PD-1) und HLA-DR in Immunaktivierung
und T-Zell Erschépfung

Das humane Leukozytenantigen DR (HLA-DR) ist ein zentraler Marker der T-Zell-Aktivierung
bei HIV-Infektionen. Seine persistierende Expression auf CD4*- und CD8*-T-Zellen spiegelt
eine anhaltende Immunaktivierung wider, die eine Schllsselrolle in der HIV-Pathogenese
spielt. Chronische Immunaktivierung, angezeigt durch HLA-DR-Expression, ist eng mit einer
erhdhten Expression des programmierten Zelltodproteins 1 (PD-1) auf T-Zellen assoziiert.
PD-1 ist ein wichtiger Immun-Checkpoint-Oberflachenrezeptor aus der Familie der CD28, der
vor allem auf aktivierten B- und T-Lymphozyten exprimiert wird [44]. Nach vorangegangener
Aktivierung durch Bindung des passenden Liganden helfen sie mittels inhibitorischer Signal-
wege uberschieRende und somit schadliche Immunantworten zu begrenzen [45].

Im Bereich der HIV-Forschung lassen sich mehrere Beobachtungen zu PD-1 festhalten. Die
Expression von PD-1 auf T-Zellen bei PLWH zeigt sich gesteigert. Solche T-Zellen, die PD-1
exprimieren, zeigen eine hdhere Anzahl an replikationskompetenten HI-Viren [46]. PD-1 posi-
tive T-Zellen verbleiben im Blut, trotz Iangerer Unterdrickung durch ART und spielen bei der
Entstehung des HIV-Reservoir eine wichtige Rolle [46].

Bei HIV-Infektionen kennzeichnet die Koexpression von HLA-DR und PD-1 auf T-Zellen eine
Population chronisch aktivierter, proliferierender und funktionell erschépfter Zellen, die zur Im-

mundysfunktion und viralen Persistenz beitragen. HLA-DR*-Ged&achtnis-CD4*-T-Zellen sind
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mit HIV-DNA angereichert und weisen erhéhte PD-1-Expressionsniveaus auf. Dies deutet da-
rauf hin, dass diese Zellpopulation sowohl aktiviert als auch funktionell erschopft ist und wah-
rend einer antiretroviralen Therapie ein bedeutendes Reservoir fir persistierendes HIV dar-
stellt [47]. Die Frequenz HLA-DR*-T-Zellen korreliert sowohl mit der GréRRe des HIV-Reservoirs
als auch mit dem Krankheitsverlauf, da diese Zellen anfalliger fir Apoptose und immunologi-
sche Erschopfung sind [48].

Zudem zeigen einige Studien auf, dass die PD-1 Expression auf CD4* und CD8"-T-Zellen
positiv mit der HI-Viruslast und negativ mit dem CD4*-Zellspiegel korreliert [49]. Auch thera-
peutisch wird der Einsatz einer PD-1 Blockade erprobt. Im Tiermodell konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass durch eine PD-1 Antikorper-Blockade die HI-Viruslast im Blutplasma
gesenkt werden konnte [50]. PD-1 Immun-Checkpoint-Blocker kénnten womdglich ein wert-
volles Instrument zur Bekdmpfung latent infizierter Zellen bei Menschen unter ART darstellen
[51]. In dieser Studie lag der Fokus auf der Untersuchung der PD-1 Expression auf zentralen
T-Gedachtniszellen (Tcwm).

2.6 Interferon-gamma (IFN-y) als Modulator der Funktion und Erschépfung von
CD4*-T-Gedachtniszellen

Neben den Immun-Checkpoint-Rezeptoren wie PD-1 spielen auch Zytokine durch ihre stimu-
lierende Wirkung im akuten Infektionsgeschehen eine wichtige Rolle. Gerade das HI-Virus
sorgt in der akuten Phase fiir eine stark gesteigerte Zytokin-Ausschuttung, oftmals auch be-
schrieben als ,Zytokin-Sturm*® [52]. IFN-y wird vor allem von T-Zellen nach Antigenkontakt aus-
geschuttet. Das Zytokin beeinflusst die Regulierung der Immunantwort des Wirts auf virale und
intrazellular bakterielle Krankheitserreger. Eine fokale Freisetzung von IFN-y fihrt zu einer
Vasodilatation und einer Hochregulierung von Adhasionsmolekilen, was den Zustrom von
Neutrophilen und Makrophagen zum Entziindungsherd fordert [53]. Auch bei der adaptiven
Immunantwort ist IFN-y als Modulator involviert. Es reguliert die Expression von MHC-I- und
[I-Molekulen, wirkt synergistisch mit anderen Zytokinen, wie IL-2 oder IL-4 und steuert somit
die T-Zell-vermittelte Immunantwort [54].

In Bezug auf HIV sind die Konsequenzen fiir die Pathogenese komplex. IFN-y kann aufgrund
seiner integralen Rolle bei der Immunregulation und der proinflammatorischen antiviralen Re-
aktion als wertvoller Biomarker fur die Bewertung der Immunkompetenz und der antiviralen
Reaktion bei Menschen mit HIV Infektion dienen [53]. Bei einer mit HIV-1 infizierten Person
wird die Produktion von IFN-y bereits in der akuten Phase sowie wahrend des gesamten In-
fektionsverlaufs kontinuierlich nachgewiesen. Ein Hochststand des IFN-y Spiegel zeigt sich

schon nach circa 20 Tagen nach der Infektion mit HIV-1 [55]. Durch eine Induktion der
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adaptiven Immunantwort (T-Zellen) und durch die Férderung der Expression antiviraler Gene
(ISGs) konnen Interferone, wie IFN-y, die Replikation des HI-Virus besonders in der akuten
Phase hemmen [56].

In der chronischen Phase der HIV-1-Infektion flhren persistierend erhdhte Interferonspiegel
zu einem Zustand chronischer Immunaktivierung und Inflammation, der zur Krankheitspro-
gression und zur Entstehung nicht AIDS-definierender Komorbiditaten beitragt. Diese anhal-
tende Immunaktivierung kann zu einer funktionellen Erschépfung des Immunsystems fuhren.
Dies aufert sich unter anderem durch eine Verstarkung der CD4*-T-Zellen Depletion und einer

erhdéhten Virusreplikation [57].

Ein vertieftes Verstandnis der Mechanismen, welche der Ausschuttung spezifischer Zytokine
zugrunde liegen, kénnte dazu beitragen, Immunreaktionen insbesondere im Kontext von Ko-
Infektionen praziser zu bewerten. Sofern Interferone therapeutisch genutzt werden, scheint
der Zeitpunkt des Einsatzes eine wichtige Rolle zu spielen.

Die zellularen Immunantworten, die durch eine akute HIV-1 und Syphilis-Ko-Infektion hervor-
gerufen werden, sind bislang kaum untersucht worden. Gerade in Bezug auf bestimmte Ober-
flachen-Marker wie PD-1 und HLA-DR sowie Interferone wie IFN-y gibt es wenige Studien,
welche diese in Kontext mit der Syphilis-Ko-Infektion untersuchen. Trotz bedeutender Fort-
schritte bei der Behandlung von Menschen mit HIV stellen Ko-Infektionen, wie Syphilis, nach
wie vor eine ernsthafte Bedrohung dar, da sie sich durch schwerwiegendere Krankheitsver-

laufe bei Betroffenen auszeichnen konnen.
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2.7 Ziel und Fragestellungen

2.71 Ziel

Ziel dieser Dissertation ist es, den Einfluss der Syphilis-Ko-Infektion auf die zellulare Immun-
antwort sowohl wahrend einer akuten als auch bei einer chronischen HIV-Infektion zu unter-
suchen. Im Fokus stehen hierbei die Untersuchung gewisser Zellpopulationen wie CD4*-T-
Zellen (Tcpa) sowie die Bestimmung und Korrelation mit der Immunaktivierung anhand von
selektierten Oberflachen-Markern wie PD-1, HLA-DR und Interferonen wie IFN-y.

2.7.2 Fragestellungen

Folgende Fragestellungen sollen bearbeitet werden:

1) Zeigen Patienten mit einer akuten HIV-Infektion und gleichzeitiger Syphilis-Ko-Infektion
niedrigere CD4-Zellzahlen im Vergleich zu Patienten mit einer HIV-Monoinfektion oder zu Pa-

tienten mit einer chronischen HIV-Infektion unter antiretroviraler Therapie?

2) Zeigt sich der Anteil der zentralen T-Gedachtniszellen bei Patienten mit einer akuten HIV-
Infektion und gleichzeitiger Syphilis-Ko-Infektion vergréRert und ist hierbei eine Erhéhung der
PD-1 Expression bei Patienten mit einer akuten und chronischen HIV-Infektion und gleichzei-

tiger Syphilis-Ko-Infektion festzustellen?

3) Zeigen Pat. mit einer akuten HIV-Infektion und gleichzeitiger Syphilis-Ko-Infektion eine ho-
here Immunaktivierung (HLA-DR Expression) im Vergleich zu Patienten mit einer HIV-
Monoinfektion oder zu Patienten mit einer chronischen HIV-Infektion unter antiretroviraler The-

rapie?
4) Ist die Immunaktivierung im Sinne einer Erhdhung des Interferon-y-Spiegel bei Patienten

mit einer akuten HIV-Infektion und gleichzeitiger Syphilis-Ko-Infektion gesteigert und zeigt sich

eine positive Korrelation zwischen Viruslast (HIV-1 RNA Kopien/mL) und Interferon-y-Spiegel?
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3 Material und Methoden

3.1 Methoden

3.11 Patienten und Blutprobenakquise

Die Blutproben, der in der Studie eingeschlossener Patienten, wurden im Zentrum fur Moleku-

lare Medizin KéIn (ZMMK) der Universitat zu Kéln aufbereitet und analysiert.

Die untersuchten Proben akut HIV-infizierter Patienten entstammen aus der TOP-HIV-
Kohorte, die in den letzten Jahren innerhalb der TTU-HIV des Deutschen Zentrum fir Infekti-
onsforschung (DZIF) aufgebaut wurde. Dieses Projekt stellt eine gemeinsame Anstrengung
von 8 verschiedenen Forschern des DZIF TTU-HIV an den verschiedenen Partnerstandorten
dar. Die Proben (PBMC und Serum) wurden von den verschiedenen DZIF-Zentren (Hamburg,
Hannover, Miinchen) nach Koln verschickt. Es wurden in den Kohorten mit einer akuten HIV-

Infektion ausschlieRlich Patienten in den Fiebig Stadien I-IV eingeschlossen.

Uber mehrere Jahre wurde in Zusammenarbeit mit DZIF-Zentren in Hamburg, Hannover, Miin-
chen und Koéln eine PBMC-Probenbank aufgebaut. Eingeschlossen wurden Proben aus fol-

genden Studiengruppen:

. Akute HIV-1-Infektion

. Akute HIV/Syphilis-Ko-Infektion im Stadium | oder |l

. Chronische HIV-1-Infektion mit akuter Syphilis im Stadium | oder Il
. HIV-negative Kontrollpersonen

Die Gruppe chronisch HIV-infizierter Patienten mit akuter Syphilis wurde an der Uniklinik KoIn

in Kooperation mit der infektiologischen Schwerpunktpraxis am Ebertplatz (K6In) rekrutiert.

Fir jeden Patienten wurde eine PBMC-Probe (10x10° Zellen) und Plasma analysiert.

Alle HIV-negativen Kontrollen wurden im Umfeld der Mitarbeiter des ZMMK rekrutiert.

Das Projekt wurde von der Ethikkommission der Universitat zu KéIn (Nr. 15-180) genehmigt
und erfolgte geman den ethischen Grundsatzen der Deklaration von Helsinki (1996). Die Pro-
banden erklarten sich mit der Blutentnahme zu weiteren Forschungszwecken einverstanden.
Nur nach adaquater Aufklarung und schriftlicher Einverstandniserklarung wurden die Patien-

ten bzw. Probanden in die Studie eingeschlossen.
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Pro Patient wurden jeweils 2 EDTA-R6hrchen und 1 Serum Réhrchen durch eine periphere
vendse Blutabnahme gewonnen. Alle asservierten Biomaterialien wurden anschlieRend zur
weiteren Aufarbeitung und Isolierung mononuklearer Zellen im ZMMK gesammelt und verar-
beitet.

3.1.2 Extraktion und Isolierung mononuklearer Zellen

Far die Isolierung mononuklearer Zellen wurden die Raumlichkeiten der Arbeitsgruppe (AG)
Lehmann und AG Rybniker im 5. Obergeschoss des Zentrums fur molekulare Medizin Kéln
(ZMMK), Robert-Koch-Strale 21, 50931 Kdln, Deutschland genutzt. Es wurden periphere mo-
nonukleare Zellen aus dem Blut (PBMCs) isoliert, mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation

Uber Polysaccharide.

Hierbei wurde Vollblut auf eine polysaccharidhaltige Trennlésung (BioColl®) geschichtet und
danach zentrifugiert (1400 revolutions per minute, 21°C, 20 min). Die anschlieRend sichtbare

Interphase enthielt die mononuklearen Zellen und konnte nun abpipettiert werden.

3.1.3 PBMCs

Serum- und EDTA-Monovetten wurden nach der Blutentnahme gemafR Standardprotokoll
zentrifugiert. Serum bzw. Plasma wurden ohne Erythrozytenbeimischung abgenommen, in

500 pl Aliquots Uberfuihrt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert.

PBMCs wurden aus dem verbleibenden EDTA-Vollblut mittels Dichtegradientenzentrifugation
(Biocaoll) isoliert und anschlielRend gewaschen. Die Zellzahl und Vitalitdt wurden anhand des
Trypanblau-Ausschlusstest bestimmt. Fur nachfolgende durchflusszytometrische Analysen
wurden PBMCs in Aliquots von 3-5 Millionen Zellen in 1 ml Einfriermedium (90% FCS, 10%
DMSO) kryokonserviert (kontrolliertes Einfrieren, anschlielende Lagerung in flissigem Stick-
stoff bei -180°C).

314 Durchflusszytometrie

Die durchflusszytometrischen Experimente wurden in den Raumlichkeiten der AG Lehmann/
Rybniker im 5. Obergeschoss des ZMMK ausgefuhrt. Der dort stationierte Durchflusszytome-
ter MACSQuant Analyzer 10 ist mit drei Lasern ausgestattet (nm; 405, 488 und 640). Die Best-

immungen zur Handhabung infektidser  Biomaterialien sind erfullt.  Sowohl
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durchflusszytometrische Analysen und antikérpergesteuerte Zellsortierungen zahlen zu den

Anwendungsmdglichkeiten des MACSQuant Analyzer 10.

Die Durchflusszytometrie (FACS) ist ein etabliertes Verfahren zur quantitativen Bestimmung
von Oberflachenmolekilen auf Zellen in Suspension. Dabei wird die spezifische Antigen-Anti-
korper-Reaktion genutzt. Die Zielstrukturen auf der Zelloberflache werden mit fluorchromkon-
jugierten Antikorpern markiert, sodass die Expression der jeweiligen Marker Uber Fluoreszenz-
signale erfasst werden kann.

Fir die Messung werden die Zellen im Durchflusszytometer nacheinander analysiert. Jede
Zelle wird einzeln vom Laser erfasst. Aus der Lichtstreuung lassen sich grundlegende zellulare
Eigenschaften ableiten, wahrend die Fluoreszenzemission Aufschluss Uber die Bindung der
markierten Antikdrper und damit Gber die Markerexpression gibt. Die gemessenen Signale
werden softwarebasiert in Parameter umgerechnet und in Diagrammen dargestellt. Dadurch
kénnen definierte Zellpopulationen identifiziert und hinsichtlich ihres Expressionsprofils pha-
notypisiert werden.

Vor der finalen Festlegung des Messpanels wurden die eingesetzten Antikorper titriert, um
eine optimale Verdinnung pro Probe zu bestimmen. Dies reduziert unspezifische Bindungen
und tragt zu den reproduzierbaren, vergleichbaren Messergebnissen bei. Insgesamt wurden
17 fluorchromkonjugierte Antikérper verwendet (Tabelle 6).

Da jedes Fluorchrom spezifische Absorptions- und Emissionsspektren aufweist (Tabelle 1),
koénnen diese in der Praxis aufgrund ihrer Breite teilweise Uberlappen. Um solche spektralen
Uberschneidungen im Multiparameter-Panel zu korrigieren und die Spezifitat der einzelnen
Signale zu verbessern, wurde vor der Analyse eine Kompensation durchgefiihrt. Dadurch las-
sen sich Uberlappungen charakterisieren und rechnerisch ausgleichen. Die Fluoreszenzsig-

nale kdnnen so den jeweiligen Markern mdglichst eindeutig zugeordnet werden.
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Laser Filter Kanal Miltenyi Farbungen

405 nm (violet) 450/50 nm V1 Vio® Bright V423, Vio-
Blue®, DAPI, Hoechst
33342, Viobility 405/452

Fixable Dye

405 nm (violet) 525/50 nm V2 VioGreen™, Viobility
405/520 Fixable Dye

488 nm (blue) 525/50 nm B1 FITC, Vio B515, Vio Bright

B515, Vio Bright FITC, Vi-
obility 488/520 Fixable

Dye

488 nm (blue) 585/40 nm B2 PE

488 nm (blue) 655-730 nm B3 PerCP, PerCP-Vio 700,
PE-Vio 615, Propidium io-
dide, 7-AAD

488 nm (blue) 750 nm LP B4 PE-Vio 770

635 nm (red) 655-730 nm R1 APC, Vio R667, VioBright
R667

635 nm (red) 750 nm LP R2 APC-Vio 770

Tabelle 1 Absorptions- und Emissionsspektra Quelle: Miltenyi Biotec, 09.03.2022,

3.1.5 Extrazellulare Farbung mononukleéarer Zellen

Die kryokonservierten PBMCs wurden bis zur Verarbeitung bei -180°C gelagert und vor der
Farbung kurz bei 37°C aufgetaut. AnschlieRend erfolgten zwei Waschschritte in phosphatge-
pufferter Salzlésung (PBS). Zur Reduktion unspezifischer Antikdrperbindungen wurden die
Zellen mit humanem Serum blockiert (10 min. auf Eis). Fur die durchflusszytometrische Cha-
rakterisierung wurden Multicolor-Flow-Panels (MACS®, Miltenyi) eingesetzt, um die in dieser
Arbeit relevanten Immunzellpopulation anhand etablierter Oberflachenmarker eindeutig abzu-

grenzen.

Aktivierte CD4*- bzw. CD8"-T-Zellen wurden Gber HLA-DR identifiziert, da diese Marker eine
Aktivierung der Zellen widerspiegeln.

Erganzend wurden Marker zur Einordnung des Reifungs- und Regulationsstatus (CD45RA,
CCR7, CD27) sowie inhibitorische Checkpoint-Molekile (PD-1) erfasst. Dies war vor allem im
Hinblick auf die T-Gedachtniszellpopulationen von essenzieller Bedeutung. Dadurch gelang

eine Bestimmung der Aktivierungs-/Differenzierungszustdnde. Aullerdem konnten
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regulatorische bzw. erschépfungsassoziierte Profile innerhalb der definierten Population be-
schrieben werden.

Nach dem Ansetzen der Farbung erfolgte eine Inkubation im Dunklen bei 4°C (20 min) und ein
weiterer Waschschritt. Zur Vermeidung von Aggregation wurden die Zellen abschlieRend in
FACS-Buffer (PBS mit EDTA und FCS) resuspendiert und vor der Messung uber Zellsiebe
filtriert.

3.1.6 Simoa Quanterix

Zur Bestimmung der Interferon-y-Spiegel wurde die Simoa® (,Single Molecule Array®) Technik
der Firma Quanterix genutzt. Die Analyse der Proben fand in Paris statt. Simoa ist eine ultra-
sensitive, immunologische Nachweistechnik zur Quantifizierung von Proteinen und anderen
Biomarkern bzw. Zytokinen. Sie kdnnen auch in sehr niedrigen Konzentrationen erfasst wer-
den, welches mit klassischen Immunoassays wie ELISA haufig nicht mehr zuverlassig gelingt.
Im ersten Schritt wurden paramagnetische Mikropartikel (,Beads”) mit spezifischen Capture-
Antikérpern funktionalisiert und mit der Probe inkubiert, um den Zielanalyt zu binden. Anschlie-
Rend erfolgte die Markierung durch einen zweiten, analytspezifischen Detektionsantikérper,
der typischerweise uber Biotin-Streptavidin-Interaktionen oder direkt mit einem Enzymreporter
gekoppelt ist. Nach Waschschritten zur Minimierung von Hintergrundsignalen wurden die Be-
ads in eine Mikrowell-Platte mit kleinen Reaktionskammern im Femtoliter-Bereich Uberfihrt.
Durch gezielte Verdunnung wurde sichergestellt, dass statistisch meist nur ein einzelnes Bead
pro Well vorliegt (Poisson-Verteilung). Einzelsignalereignisse wurden hierdurch messbar.
Nach Zugabe eines fluorogenen Substrats wurde das Signal in jeder Mikrowell detektiert. Be-
fand sich ein Enzymreporter in der Kammer, entstand aufgrund des winzigen Volumens rasch
eine hohe Produktkonzentration, die als positives Signal (,on“) registriert wurde. Leere Wells
blieben negativ (,off‘). Bei niedrigen Konzentrationen ermdglichte dies eine digitale Auswer-
tung, bei der der Anteil positiver Wells direkt mit der Anzahl gebundener Molekule korreliert.
Bei hdheren Konzentrationen erlaubte eine analoge Intensitatsmessung die Erweiterung des
dynamischen Messbereichs.

Der zentrale Vorteil von Simoa liegt in der Kombination aus effizienter Anreicherung und dras-
tischer Volumenreduktion, was Nachweisgrenzen im fg/mL-Bereich ermdglicht. Dies pradesti-

niert die Methode fiir hochsensitive Anwendungen wie die Detektion von Zytokinen.

3.1.7 Durchflusszytometrische Analyse und Oberflaichenmarkern

Nach der extrazellularen Farbung folgte die phanotypische Analyse unserer Zielzellen mittels

Durchflusszytometrie. Die Voreinstellungen im MACS Quant Analyzer 10 wurden auf 100.000

gemessene Gesamtevents pro Probe festgelegt, um eine vergleichbare statistische
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Auswertung zu gewahrleisten. Einige wenige Proben lagen unterhalb dieser Grenze. Bei zu
starker Abweichung wurden diese Proben aus unserer Untersuchung ausgeschlossen.

Dank der durchflusszytometrischen Analyse gelang es alle Zielzellen (Abbildung 5) zu definie-
ren und zu quantifizieren. Hierfir wurden einerseits FACS-Diva und FlowJo Softwarepro-
gramme verwendet. Diese Programme erlauben mittels gezielter Gating-Strategien eine Be-
stimmung der prozentualen Verteilung. Dartuber hinaus kann die individuelle Rezeptorexpres-

sion genauestens untersucht werden.

26



CCR7 —PeCy7

CD3 - APC H7

SSC-A
FSC-A

FSC-A CD4-FITC CD45RO-APC CD27 -PE

-

q
EL3 TRL
1405 0,24

s
TP

PR IO S I

B

citad sl ik i

m"';l Q4 . . Q3
3944 - . 128
B s Bunanas e sttt SR

3] L 5
(8 SV "
0?0t 10 at 10 10?

10?10
CD4-FITC CD49b-FITC

-

CD3-APC H7
PerCP

o 10! 10?

CD3-APC H7
CD3-APC H7

e Encaa mat et S TR
-0,500 0 0,500 1.00

CD4-FITC CD8-FITC

Abbildung 5 Durchflusszytometrie Gating Strategie; Exemplarisch gezeigt in (A) T-Gedéachtniszellpanel mit CM,
Zentralgedéchtnis-T-Zellen; EM, Effektorgedéchtnis-T-Zellen; TM, Ubergangsgedéchtnis-T-Zellen; (B) Tr1-Zellen;
(C) CD4 * und CD8*-T-Zellen; (D) periphere dendritische Zellen (pDCs)

3.1.8 Statistische Analyse

Die statistische Analyse und graphische Darstellung aller Daten erfolgte mithilfe von GraphPad
Software Prism 9. Zunachst wurden die Rohdaten mithilfe von Flowjo V und Microsoft Excel
16.56 in Prism eingespeist. Je nach Verteilung kamen bei normalverteilten Daten gepaarte
bzw. ungepaarte T-Tests und bei nicht normalverteilten Daten zweiseitige Mann-Whitney-
bzw. Wilcoxon-Tests zum Einsatz. Alle statistischen Analysen gehen von einem zweiseitigen
Signifikanzniveau von p<0,05 aus. In den einzelnen Abbildungen wurden folgende Abkurzun-

gen verwendet, um das Signifikanzniveau darzustellen.
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* p<0.05
> p<0.01
o p<0.001
i p<0.0001
ns p>0.05

Tabelle 2 Abkiirzungen der Signifikanzniveau

Nichtparametrische Korrelationen wurden nach Spearman berechnet. Die Werte wurden als

Median mit Interquartilsabstand (IQR) dargestellt.

3.1.9 Laborbedingungen

Die Experimente dieser Dissertation fanden in Laboren folgender Institute und Einrichtungen
statt: Zentrum fur molekulare Medizin Kéln (ZMMK), Robert-Koch-StraRe 21, 50931 Kaln,
Deutschland. Die Experimente dieser Arbeit wurden in Laborraumlichkeiten der Sicherheits-

stufe S1 und S2 nach der Biostoffverordnung durchgefuhrt.
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3.2 Materialien

Alle verwendeten Mittel der Dissertation zu Zwecken der durchgeflhrten Experimente und Da-

tenanalyse werden im Folgenden in tabellarischer Form aufgelistet. Dies umfasst alle Experi-

mente, die im ZMMK in K&In durchgefiihrt wurden.

3.21 Apparaturen

Bezeichnung

Hersteller

MacsQuant Analyser 10

Miltenyi Biotec, Deutschland

SIMOA SR-X Quanterix, USA
SIMOA Mikronlete Washer Quanterix, USA
Mikroskop Telaval31 Zeiss, Deutschland

Thermomix Comfort

Eppendorf, Deutschland

Makrofuge Z 466 K

Hermle, Deutschland

Mikrofuge Z 216 MK

Hermle, Deutschland

Tabelle 3 Apparaturen

3.2.2 Software

Bezeichnung

Hersteller

FlowdJo V

FloJo (LLC), USA

Prism 9.1.2

GraphPad Software Inc., USA

Microsoft Word 16 flr Mac

Microsoft Corporation, USA

Microsoft Excel 16 fliir Mac

Microsoft Corporation, USA

Tabelle 4 Software
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3.2.3

Chemikalien und Medien

Bezeichnung Hersteller Bestellnummer
PBS Gibco, UK 14180-084
(Phosphat Buffered Saline)
Biocoll-Trennl6sung Millipore, UK L 6115
FCS Biochrom, UK S 0115
(Fotales Kalberserum)
Trypanblau Fluka, 93595
Thermo Fisher Scientific,
USA
DMSO Sigma-Aldrich, USA D 2650
2-Propanolol Roth, USA 6752.3
Tabelle 5 Chemikalien und Medien
3.24 Antikorper Durchflusszytometrie (MacsQuant)
Antigen Flourchrom Klon Isotyp Hersteller
hu CD3 APC-H7 SK7 Maus BD
hu CD4 FITC RPA-T4 Maus BD
hu CD4 PE M-T 466 Maus Miltenyi Biotec
hu CD45R0O APC REA 611 Mensch Miltenyi Biotec
hu CCR7 | PE-CY7 3D12 Ratte BD
(CD197)
hu CD27 PE M-T 271 Maus BD
hu CD279 | BV 421 EH12.2H7 Maus Biolegend
(PD-1)
HLA-DR PerCP AC 122 Maus Miltenyi Biotec

Tabelle 6 Antik6rper Durchflusszytometrie

30




3.25 Simoa Zytokinmessungen

Bezeichnung

Bestellnummer

Human Cytokine 6-plex Panel Advantage Kit | 102958
(IFN-y, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IL-6, TNF-a)
IFN-y Advantage Kit 103337
Tabelle 7 Simoa Zytokinmessungen
3.2.6 Plastikware
Bezeichnung Hersteller

Pipetten
(10ul, 20ul, 100ul, 200ul, 1000ul)

Eppendorf, Deutschland

Serologische Pipetten

Sarstedt, Deutschland

Falcon-Zentrifugenréhrchen
(15ml, 50ml)

Greiner, Deutchland

Falcon FACS-Rohrchen mit Zellsieb

Corning, USA

Mikroreationsgefalie
(1,5ml, 2ml)

Eppendorf, Deutschland

Kryo-Einfriergerat Mr. Frosty

Nalgene, USA

Kryo-Raohrchen

Sarstedt, Deutschland

S-Monovette

Sarstedt, Deutschland

Tabelle 8 Plastikware
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4 Ergebnisse

41 Patienten

Im Zuge unserer Untersuchung wurden insgesamt 60 Patienten eingeschlossen. Die Kohorten

wurden wie folgt aufgeteilt und definiert:

e Kl - Kohorte 1 (aHIV/S) — akute HIV-Infektion mit Syphilis-Ko-Infektion (n = 15)

e K2 - Kohorte 2 (aHIV) — akute HIV-Infektion (n = 15)

e K3 - Kohorte 3 (cHIV/S) — chronische HIV-Infektion mit Syphilis-Ko-Infektion (n = 15)
e K4 -Kohorte 4 (CTRL) — HIV-negative Kontrollen (n = 15)

Abkiirzungen: aHIV = akutes humanes Immundefizienz-Virus, cHIV = chronisches humanes Immundefizienz-Virus,
S = Syphilis-Ko-Infektion, CTRL = HIV-negative Kontrollen

Tabelle 9 fasst die wichtigsten klinischen Charakteristika der eingeschlossenen Patienten zu-

sammen.

In den Kohorten 1 und 2 wurden ausschlielich Baseline-Blutproben analysiert, die unmittelbar
nach Diagnosestellung und vor Beginn der antiretroviralen Therapie (ART) entnommen wur-
den. Die mediane Viruslast betrug 1.460.000 RNA-Kopien/mL in Kohorte 1 und 949.000 RNA-
Kopien/mL in Kohorte 2.

Kohorte 3 umfasste ART-behandelte Patienten, die sich mit einer neu diagnostizierten Syphilis
vorstellten; die Blutentnahme erfolgte vor Beginn der antibiotischen Therapie. Alle Patienten
dieser Gruppe lagen unter der Nachweisgrenze (<200 Kopien/mL), weshalb keine Viruslast
angegeben wird.

Zur Beurteilung des Immunstatus wurden insbesondere die absolute CD4*-T-Zellzahl, die Vi-
ruslast sowie der CD4*-Nadirwert und der prozentuale Anteil der CD4*-T-Zellen berlcksichtigt.
Diese Parameter ermdglichen eine klinische Einordnung und die Korrelation mit den erhobe-
nen Laborbefunden.

Die Altersmediane betrugen 36 (K1), 35 (K2), 45 (K3) und 37 Jahre (K4). In den ersten drei
Kohorten waren ausschlief3lich mannliche Patienten eingeschlossen, wahrend die Kontroll-
gruppe aus 6 Frauen und 9 Mannern bestand. Das CDC-Stadium A1 Uberwog in allen HIV-
positiven Kohorten. Die medianen CD4*-T-Zellzahlen zeigten einen stufenweisen Anstieg von
K1 (503 Zellen/uL) und K2 (515 Zellen/pL) Uber K3 (872 Zellen/uL) bis zur Kontrollgruppe
(1230 Zellen/uL).
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Der CD4*-Nadir beschreibt den historisch niedrigsten gemessenen CD4*-T-Zellwert eines Pa-
tienten und stellt einen wichtigen prognostischen Marker dar, unter anderem im Hinblick auf
neurokognitive Beeintrachtigungen [58]. Die Medianwerte betrugen 503 (K1), 478 (K2) und
326 Zellen/uL (K3), wobei der niedrigste Wert in der chronischen Kohorte beobachtet wurde.
Dies kdnnte mit dem hdéheren Durchschnittsalter sowie einem verzdgerten Beginn der ART
zusammenhangen.

Komorbiditaten umfassten vereinzelt chronisch entztindliche Darmerkrankungen, Hepatitis-C-
Infektionen sowie haufige internistische Erkrankungen wie arterielle Hypertonie oder Diabetes
mellitus. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme wurden weitere Infektionen, insbesondere sexuell
Ubertragbare Erkrankungen, ausgeschlossen, um immunologische Effekte der Syphilis-Ko-In-
fektion nicht zu verfalschen.

Im Folgenden werden Mediane mit Interquartilsabstanden (25.-75. Perzentile) angegeben.
Alle dargestellten Messungen beziehen sich auf Zellpopulationen aus peripherem Blut (PBMC-
Proben).
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Klinische Charakteristika

Klinische Cha- | K1 (aHIV/S, K 2 (aHIV, K 3 (cHIVI/S, K 4 (CTRL,
rakteristika n=15) n=15) n=15) n=15)
Alter (Jahre, 36 (26-40) 35 (29-40) 45 (41-56) 37 (28-59)
Median (IQR))
Geschlecht (%)
Mannlich | 100 100 100 60
Weiblich 40
CD4 Zellzahl 503 (388-599) 515 (285-538) 872 (477-974) 1230 (1020-
(Zellen/mm3) 1340)
CD4 Zellzahl 503 (398-570) 478 (323-607) 326 (258-454) /
Nadir (Zel-
len/mm3)

Plasmaviruslast

(Kopien/ml)

1.460.000
(292.500-
8.403.936)

949.000
(94.729-
7.485.000)

Tabelle 9 Klinische Charakteristika; IQR, Interquartile range, CD4, Cluster of differentation 4; mm3, Kubikmillimeter;

mL, Milliliter; %, Prozent
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4.2 Prozentuale Verteilung der CD4*-T-Zellen (Tcpa)

Die CD4"-T-Zellen (Tcp4) sind einer der wichtigsten Zielzellen des HIV-1. Sie geben Aufschluss
uber den Immunstatus eines Patienten. Daher folgte als einer der ersten Schritte der Vergleich
der Frequenzen der Tcps anteilig an den Lymphozyten in allen vier Kohorten im peripheren
Blut (Abbildung 6).
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Abbildung 6 Prozentuale Verteilung der CD4 *-T-Zellen; Kohorte 1 (aHIV/S); Kohorte 2 (aHIV); Kohorte 3
(cHIV/S); Kohorte 4 (CTRL); ns, nicht signifikant; *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; ****, p<0.0001

Abbildung 6 zeigt die niedrigste CD4*-T-Zellfrequenz (Tcp4) in Kohorte 1 (aHIV/S) (Median
10,4 %; IQR 5,78-13,9), signifikant niedriger als in allen Ubrigen Kohorten (vs. aHIV: p =
0,0001; vs. CTRL: p <0,0001). Die Medianwerte betrugen 16,3 % fur aHIV, 25,1 % fur cHIV/S
und 35,4 % fur CTRL. Trotz ART lag die CD4*-T-Zellfrequenz in Kohorte 3 weiterhin signifikant
unter der Kontrollgruppe (p = 0,0336).

4.3 HLA-DR Expression auf CD4*-T-Zellen (Tcpa4)
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Im nachsten Schritt wurden verschiedene wichtige Zelloberflachenrezeptoren wie HLA-DR

(Human Leukocyte Antigen - DR-Isotyp, MHC-Klasse-lI-Zelloberflachenrezeptor) bestimmt.
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Abbildung 7 GMFI HLA-DR CD4™*T-Zellen; K1, Kohorte 1 (aHIV/S); K2, Kohorte 2 (aHIV); K3, Kohorte 3
(cHIV/S); K4, Kohorte 4 (CTRL); ns, nicht signifikant; *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; **** p<0.0001;, GMFI,
Geometric Mean Fluorescence Intensity; HLA-DR, Human Leukocyte Antigen - DR-Isotyp

Die Medianwerte (IQR) betrugen: K1 0,42 (0,30-1,22), K2 0,08 (0,05-0,17), K3 1,14 (1,08-
1,43) und K4 0,12 (0,09-0,20). Eine erhdhte HLA-DR-Expression zeigte sich insbesondere in
den Kohorten mit Syphilis-Ko-Infektion (K1 und K3), zwischen denen kein signifikanter Unter-
schied bestand. Beide Kohorten unterschieden sich signifikant von K2 und den Kontrollen, am
deutlichsten zwischen K1 und K2 (p < 0,0001) sowie gegenuber CTRL (p < 0,001). In K2 und
K4 lagen die Werte eng beieinander.

In Abbildung 7 wurde aus Darstellungsgrinden ein Achsenbruch in der y-Achse verwendet.
Dargestellt ist die geometrische mittlere Fluoreszenzintensitat (GMFI) von HLA-DR im Ver-
gleich der vier Kohorten; die Streuung fallt hierbei erwartungsgemaf gréf3er aus als bei relati-

ven Anteilswerten.

44 Relative Verteilung der zentralen T-Gedachtniszellen (Tcm)
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Die Aufschlisselung der T-Gedachtniszellen lieferte viele Erkenntnisse, jedoch liegt im Fol-
genden der Fokus vor allem auf der Population der zentralen T-Gedachtniszellen (Tcm). Zu-
nachst betrachten wir die relative Verteilung der T-Gedachtniszellen, welche sich als

CD45R0O" identifizieren lassen, Uber alle vier Kohorten.

Die Mediane liefen sich wie folgt ablesen: K1= 54.7 (46.9-64.9), K2= 67.6 (54.4-72.8), K3=
65.4 (51.9-71.6) und K4= 54.1 (48.7-64.3). Damit lag der hochste relative Anteil (%) der T-
Gedachtniszellen an den CD4*-T-Zellen (Tcp4) in der zweiten Kohorte (K2, aHIV). Auf &hnli-
chem Niveau zeigte sich der Anteil der T-Gedachtniszellen in der dritten Kohorte. Kohorte 1
und Kohorte 2 lagen somit tiefer auf vergleichbarem Niveau. Zwischen der ersten und der
zweiten Kohorte und der zweiten und der vierten Kohorte bestand ein signifikanter Unterschied
(p<0.05 bzw. p=0.0240). Unter den restlichen Kohorten liel3 sich kein signifikanter Unterschied

erkennen.
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Abbildung 8 prozentuale Verteilung T-Gedéchtniszellen unter CD4 *=T-Zellen; K1, Kohorte 1 (aHIV/S); K2, Ko-
horte 2 (aHIV); K3, Kohorte 3 (cHIV/S); K4, Kohorte 4 (CTRL); ns, nicht signifikant; *, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001; **** p<0.0001

Es folgt die graphische Darstellung der relativen Verteilung (%) der zentralen T-Gedachtnis-
zellen (Tem) (Abbildung 9). Zentrale T-Gedachtniszellen (Tcem) exprimieren auf inrer Oberflache
sowohl C-C Chemokin Rezeptor Typ 7 (CCR7) als auch ,cluster of differentiation (CD27) und
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spielen eine wichtige Rolle bei der Aktivierung einer verstarkten Immunantwort des Organis-

mus nach Pathogenkontakt.
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Abbildung 9 prozentualer Anteil der Tcy an T-Gedéchtniszellen; CD4 *-T-Zellen; K1, Kohorte 1 (aHIV/S); K2, Ko-
horte 2 (aHIV); K3, Kohorte 3 (cHIV/S); K4, Kohorte 4 (CTRL); ns, nicht signifikant; *, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001; **** p<0.0001

Beim ersten Blick auf Abbildung 9 fallt auf, dass sich in der ersten Kohorte mit Abstand der
héchste relative Anteil (%) der zentralen T-Gedachtniszellen (Tem) an den gesamten T-Ge-
dachtniszellen fand. Der Median in K1 lag bei 59.8 (39.1-64.4). Zu allen drei weiteren ergab
sich ein signifikanter Unterschied auf folgendem Niveau: K1 vs. K2 p<0.001, K1 vs. K3 p<0.001
und K1 vs. K4 p<0.05. Besonders der Unterschied zwischen der ersten und der zweiten Ko-
horte war auffallend stark. Die Kohorten zwei bis vier zeigten Werte auf vergleichbarem Ni-
veau. Die Mediane lagen bei: K2= 38.7 (35.1-42.1), K3= 34.9 (31.6-40.6) und K4= 38.1 (31.2-
53.2). Hier bestand kein signifikanter Unterschied zwischen Kohorte 2 bis 4. Lediglich die hohe

Streubreite in Kohorte 4 war noch anzumerken.

4.5 PD-1 Expression auf zentralen T-Gedachtniszellen (Tcm)

Der programmierte Tod 1 (PD-1) spielt eine entscheidende Rolle bei der Mediation der T-

Zellfunktion bei einer HIV-1 Infektion [58]. Daher liegt in dieser Studie ein besonderes
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Augenmerk auf die Untersuchung der PD-1 Expression in allen Kohorten. Im Folgenden wird
die PD-1 Expression auf zentralen T-Gedachtniszellen (Tcm) als GMFI (Geometric Mean Flu-

orescence Intensity) dargestellt.
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Abbildung 10 GMFI PD-1 Tcu; CD4*-T-Zellen; K1, Kohorte 1 (aHIV/S); K2, Kohorte 2 (aHIV); K3, Kohorte 3
(cHIV/S); K4, Kohorte 4 (CTRL); ns, nicht signifikant; *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; ****, p<0.0001; PD-1,

Programmed Death-1; GMFI, Geometric Mean Fluorescence Intensity

Zunachst ein Uberblick Uber die Mediane, welche sich wie folgt verhielten: K1= 1.12 (0.51-
2.14), K2= 0.95 (0.77-1.35), K3= 2.55 (0.97-2.84) und K4= 0.77 (0.51-0.99). Bemerkenswert
war hier die hohe PD-1 Expression in Kohorte 3 (cHIV/S). Zu allen drei weiteren Kohorten
zeigte sich ein signifikanter Unterschied (K3 vs. K1 p<0.05, K3 vs. K2 p<0.05 und K3 vs. K4
p<0.01). In der ersten Kohorte konnte eine leicht erhéhte Expression von PD-1 im Vergleich

zu der zweiten und dritten Kohorte festgestellt werden, allerdings nicht signifikant.

4.6 Interferon-y-Spiegel (IFN-y) im peripheren Blut

Die Interferon-y-Spiegel (IFN-y) wurden mithilfe der SIMOA Technologie im peripheren Blut

fir alle vier Kohorten bestimmt.
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Abbildung 11 Interferon-y-Spiegel (IFN-y); K1, Kohorte 1 (aHIV/S); K2, Kohorte 2 (aHIV); K3, Kohorte 3
(cHIV/S); K4, Kohorte 4 (CTRL); ns, nicht signifikant; *, p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001; ****, p<0.0001, pg/mL,
Pikogramm pro Milliliter

In Abbildung 11 ist deutlich zu erkennen, dass der Interferon-y-Spiegel in Kohorte 1 stark er-
hoéht war. Von der akut ko-infizierten Kohorte (aHIV/S) hin zu Kohorte 4 (CTRL) fiel der Spiegel
sukzessive ab (Mediane: K1= 126.8 (62.96-198.1), K2= 3.11 (0.86-64.22), K3= 1.85 (1.17-
21.8), K4=0.89 (0.45-27.17)). Kohorte 1 (aHIV/S) wies zu allen weiteren Kohorten einen sig-
nifikanten Unterschied auf (p<0.0001). Damit zeigte sich ein eindeutiges Bild in Bezug auf
Interferon-y. Alle weiteren Kohorten wiesen untereinander keine signifikanten Unterschiede

auf. In Kohorte 2 (aHIV) zeigten sich vereinzelt starke Ausreifer nach oben.

4.7 Korrelation zwischen Interferon-y-Spiegel (IFN-y) und Viruslast (HIV-1 RNA
Kopien/mL) in der ersten Kohorte (aHIV/S)
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Abbildung 12 Korrelation IFN-y/ Viruslast; K1, Kohorte 1 (aHIV/S); ns, nicht signifikant; *, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001; **** p<0.0001; Interferon-y, IFN-y; pg/mL, Pikogramm pro Milliliter; Viral load (copies/mL), Viruslast in
HIV-1 RNA Kopien pro Milliliter

In Abbildung 12 lasst sich erkennen, dass eine leicht positive Korrelation zwischen Interferon-
y-Spiegel (IFN-y, pg/mL) und Viruslast (HIV-1 RNA Kopien/mL) herrscht. Je hdher die Viruslast
desto hoher auch der Interferon-y-Spiegel. Allerdings lag keine signifikante Korrelation vor
(p=0.1131).
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5 Diskussion

Uber den Krankheitsverlauf der Infektionskrankheiten HIV und Syphilis besteht singular be-
trachtet eine breite wissenschaftliche Erkenntnis. Im Hinblick auf die haufig anzutreffende Ko-

Infektion, erscheinen die zellularen Zusammenhange groftenteils noch unklar.

5.1 Fragen

In unserer Studie wurden folgende Fragestellungen untersucht und wie folgt beantwortet:

1) Zeigen Patienten mit einer akuten HIV-Infektion und gleichzeitiger Syphilis-Ko-Infektion
niedrigere CD4-Zellzahlen im Vergleich zu Patienten mit einer HIV-Monoinfektion oder zu Pa-
tienten mit einer chronischen HIV-Infektion unter antiretroviraler Therapie?

Patienten mit akuter HIV-Infektion und gleichzeitiger Syphilis-Ko-Infektion (aHIV/S) zeigten die
niedrigste CD4*-T-Zellfrequenz und unterschieden sich signifikant von Patienten mit HIV-
Monoinfektion sowie von chronisch infizierten Patienten unter ART. Dies spricht fir eine ver-
starkte CD4-Zell-Depletion bei akuter Ko-Infektion.

2) Zeigt sich der Anteil der zentralen T-Gedéchtniszellen bei Patienten mit einer akuten HIV-
Infektion und gleichzeitiger Syphilis-Ko-Infektion vergréBert und ist hierbei eine Erhéhung der
PD-1 Expression bei Patienten mit einer akuten und chronischen HIV-Infektion und gleichzei-
tiger Syphilis-Ko-Infektion festzustellen?

Bei aHIV/S-Patienten zeigte sich ein signifikant erhéhter Anteil zentraler T-Gedachtniszellen
(Tcwm). Eine erhdhte PD-1-Expression wurde insbesondere bei chronisch HIV-infizierten Pati-
enten mit Syphilis (cHIV/S) beobachtet; bei aHIV/S bestand lediglich eine nicht signifikante

Tendenz.

3) Zeigen Patienten mit einer akuten HIV-Infektion und gleichzeitiger Syphilis-Ko-Infektion eine
héhere Immunaktivierung (HLA-DR Expression) im Vergleich zu Patienten mit einer HIV-
Monoinfektion oder zu Patienten mit einer chronischen HIV-Infektion unter antiretroviraler The-
rapie?

Patienten mit Syphilis-Ko-Infektion (aHIV/S und cHIV/S) zeigten eine signifikant erhdhte HLA-
DR-Expression im Vergleich zu HIV-Monoinfizierten und Kontrollen. Zwischen den beiden ko-
infizierten Gruppen (akut versus chronisch) bestand kein signifikanter Unterschied.

4) Ist die Immunaktivierung im Sinne einer Erhéhung des Interferon-y-Spiegel bei Patienten
mit einer akuten HIV-Infektion und gleichzeitiger Syphilis-Ko-Infektion gesteigert und zeigt sich
eine positive Korrelation zwischen Viruslast (HIV-1 RNA Kopien/mL) und Interferon-y-Spiegel?
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Patienten mit aHIV/S wiesen signifikant erhéhte Interferon-y-Spiegel auf. Es zeigte sich eine
positive, jedoch nicht statistisch signifikante Korrelation zwischen Interferon-y-Spiegel und Vi-

ruslast.

5.2 Bidirektionale Interaktion zwischen HIV und Syphilis

Die unbehandelte HIV-Infektion zeichnet sich vor allem durch eine rasante Depletion der
CD4*-T-Zellen (Tcps) aus. Die Tcps stehen im Zentrum des Angriffs des HI-Virus auf das
menschliche Immunsystems [59]. Die Bindung des HIV-Protein ,Envelope“ (Env) an den T-
Zellen Oberflachenrezeptor CD4 stellt den Anfang der Infektionskaskade dar [60].

Da die CD4*-T-Zellen eine zentrale und komplexe Rolle in der Regulation der Immunantwort
ubernehmen, kommt es im Verlauf der Infektion zu diversen und schwerwiegenden Folgen flr
den Organismus. Durch die Produktion verschiedener Zytokine sowie der Expression von ko-
stimulierenden Liganden, unterstitzen sie beispielsweise die angeborene Immunantwort, for-
dern die Freisetzung von B-Zell-Antikdrpern und begrenzen tGberschieRende Immunreaktionen
[61]. Die Depletion von CD4 T-Zellen hat tiefgreifende Folgen fiir die Wirtsabwehr und erhéht
die Anfalligkeit flr opportunistische Infektionen.

Bislang gibt es jedoch wenige Untersuchungen, die zeigen, dass eine Ko-Infektion mit Trepo-
nema Pallidum (Syphilis) zusatzlich die Population der CD4*-T-Zellen (Tcpa) schwacht. Trepo-
nema pallidum Bakterien greifen nicht gezielt T-Zellen an. Eine vice-versa Beglinstigung der
beiden Infektionskrankheiten ist jedoch sehr naheliegend. Syphilis gehort zu einer Gruppe von
Erregern, die genitale Ulzera hervorrufen kdnnen, welche die naturliche Hautbarriere stéren
und die HIV-Ubertragung erleichtern. Genitale Ulzera I6sen zudem lokale Entziindungsreakti-
onen aus, die CD4+-T-Zellen an den Infektionsort rekrutieren und HIV direkten Zugang zu
seinen Zielzellen verschaffen [62, 63]. Die hohe Pravalenz von Syphilis bei Mannern, die Sex
mit Mannern haben (MSM), macht sie zu einem bedeutenden Kofaktor der HIV-Ubertragung
[64, 65]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CD4+-T-Zellzahlen einen stufenwei-
sen Anstieg von Kohorte 1 (aHIV/S) bis Kohorte 4 (CTRL) aufweisen, wobei Kohorte 1 im
Vergleich zu allen anderen Kohorten signifikant niedrigere Werte aufwies. Die CD4*-T-
Zellfrequenz (Tcp4) in Prozent (%) anteilig an den Lymphozyten gesamthaft in Kohorte 1 bis 4
betrug im Median: K1 (aHIV/s) = 10,4; K2 (aHIV) = 16,3; K3 (cHIV/S) = 25,1 und K4 (CTRL) =
35,4. Die Signifikanzniveaus verhielten sich wie folgt (P-Werte): aHIV/S —aHIV = 0.0001 (***);
aHIV/S - cHIV/S < 0.0001 (****); aHIV/S — CTRL < 0.0001 (*****); aHIV - cHIV/S = 0.0013 (**);
aHIV — CTRL < 0.0001 (****); cHIV/S - CTRL = 0.0336 (*).
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Buchacz et al. demonstrierten in einer Multicenter Studie, dass Patienten mit einer HIV-
Infektion, sowohl ohne als auch unter ART, bei einer Syphilisinfektion einen signifikanten An-
stieg der HI-Viruslast und einen signifikanten Rickgang der CD4*-T-Zellzahl aufzeigen [33].
Nicht nur der Rickgang der CD4*-T-Zellen korreliert mit den Ergebnissen dieser Studie, auch
die HI-Viruslast (RNA-Kopien/mL) ist in der ersten Kohorte (1.460.000 RNA-Kopien/mL) im
Median erhoht im Vergleich zur zweiten Kohorte (949.000 RNA-Kopien/mL). Ein Grund hierfur
kdnnte sein, dass bei einer Ko-Infektion die humane Immunantwort zusatzlich geschwacht
wird und der Korper der HIV-Replikation weniger entgegenzusetzen hat.

Rosa et al. korrelierten die CD4-Zellzahlen von ko-infizierten Patienten (HIV/Syphilis) mit den
histologischen Befunden der Anzahl der Treponema auf Hautbiopsien, die durch Immunhisto-
chemie nachgewiesen wurden. Es ist anzunehmen, dass Patienten mit einer CD4-Zellzahl von
weniger als 250 Zellen/pl eine héhere Anzahl von Spirochaten in den histologisch untersuch-
ten Hautbiopsien aufweisen [66]. Dies untermauert die bereits angesprochene bidirektionale

Interaktion zwischen HIV und Syphilis.

5.3 Zentrale Gedachtnis-T-Zellen und HIV-Reservoirbildung

Bei Betrachtung der Ergebnisse zeigte sich in der ersten Kohorte (aHIV/S) der hdchste relative
Anteil der zentralen T-Gedachtniszellen (Tcm) an den gesamten T-Gedachtniszellen. Es zeigt
sich ein signifikanter Anstieg im Vergleich zu allen restlichen Kohorten. Die Mediane der rela-
tiven Anteile (%) der zentralen T-Gedachtniszellen (Tcm) an den gesamten T-Gedachtniszellen
lagen bei: K1 (aHIV/S) = 59.8; K2 (aHIV) = 38.7; K3 = 34.9 und K4 (CTRL) = 38.1. Die Signi-
fikanzniveaus verhielten sich wie folgt (P-Werte): aHIV/S — aHIV = 0.0007 (***); aHIV/S -
cHIV/S = 0.0002 (***); aHIV/S — CTRL = 0.0153 (*); aHIV - cHIV/S = 0.3380 (ns); aHIV — CTRL
= 0.8892 (ns); cHIV/S - CTRL = 0.5353 (ns). Besonders zur Gruppe der singular akuten HIV-
Kohorte war die Signifikanz stark ausgepragt (P = 0.0007). Bei Kohorte 3 (cHIV/S) konnte eine
hohe PD-1 Expression der Tewm identifiziert werden. In der ersten Kohorte (aHIV/S) lieR® sich
eine leicht erhéhte Expression von PD-1 im Vergleich zu der zweiten und dritten Kohorte fest-
stellen, allerdings nicht signifikant.

Somit Iasst sich die Annahme nach dem erhdhten Anteil der zentralen T-Gedachtniszellen bei
Patienten mit einer akuten HIV-Infektion und gleichzeitiger Syphilis-Ko-Infektion bestatigen.
Die PD-1 Expression fallt bei Betrachtung der Tewm flr die ko-infizierten Kohorten 1 und 3, le-
diglich fur die dritte Kohorte eindeutig erhdht aus. In der ersten Kohorte lie sich nur eine

Tendenz zur gesteigerten PD-1 Expression erkennen.
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Tatsachlich beherbergen nicht alle CD4*-Gedachtnis-T-Zell-Untergruppen HIV in gleichem
Mafe in ihrem Genom, und einige haben eine langere Lebensdauer als andere. Wie bereits
in der Einleitung erwahnt, weisen zentrale T-Gedachtniszellen eine héhere Anzahl an replika-
tionskompetenten HI-Viren auf und stellen ein wichtiges HIV-Reservoir dar [41, 42, 67]. Sie
besitzen eine lange Halbwertszeit und stechen durch ein hohes Potenzial zu Selbsterneuerung
und Homdostase hervor. Whitney et al. beschrieben, dass der Aufbau des Reservoirs bereits

3 Tage nach Transmission beginnen kann [68].

Die Persistenz von HIV in zentralen Gedachtnis-T-Zellen wird durch latente Infektion aufrecht-
erhalten. Das Virus integriert sein genetisches Material in die Wirts-DNA, bleibt jedoch tran-
skriptionsinaktiv und entzieht sich so sowohl der Immuniberwachung als auch der ART. Das
Reservoir expandiert durch langsame klonale Proliferation infizierter Zellen [69]. Soriano-Sa-
rabia et al. bestatigten, dass replizierfahiges Virus Uberwiegend im zentralen Gedachtnis-Kom-
partiment vorkommt, insbesondere bei Patienten unter langandauernder ART.

Der erhohte Anteil zentraler Gedachtnis-T-Zellen in Kohorte 1 (aHIV/S) deutet darauf hin, dass
eine Syphilis-Ko-Infektion mit einer schnelleren HIV-Reservoirbildung assoziiert sein kénnte,
insbesondere im Vergleich der beiden akuten HIV-Kohorten. Dies stellt jedoch eine Assozia-
tion dar und keine gesicherte Kausalitat; weitere longitudinale Studien sind erforderlich.
SchlieBlich weist der erhdhte Anteil zentraler Gedachtnis-T-Zellen auf chronische Immunakti-
vierung hin, die das Risiko einer beschleunigten Immunerschépfung und mdéglicherweise un-
gunstigerer HIV-Verlaufe birgt. Der direkte Zusammenhang zwischen erhéhten zentraler Ge-
dachtnis-T-Zellen -Anteilen und klinischer Progression ist jedoch noch unzureichend geklart
[70].
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54 PD-1-Expression und T-Zell-Erschépfung

Programmed cell death protein 1 (PD-1) ist ein inhibitorischer Checkpoint-Rezeptor, der an
PD-L1 und PD-L2 bindet und T-zellvermittelte Immunantworten dampft [71]. Die Hauptfunktion
dieses hemmenden Weges kann sowohl auf die naiven T-Zellen in einem frihen Aktivierungs-
stadium in den Lymphknoten als auch auf die pathogenen Effektor-T-Zellen und T-Gedacht-
niszellen Einfluss nehmen [72].

T-Zellen mit einer gesteigerten PD-1 Expression befinden sich meist in einem Zustand der
zelluldren Erschopfung. Die betroffenen Zellen zeigen eine verringerte zellulare Proliferation
gepaart mit einer abgeschwachten zytotoxischen Funktion und Zytokinsekretion [71]. Seung,
E., et al. konnte im Tiermodell zeigen, dass durch eine PD-1 Antikdrper-Blockade die HI-
Viruslast im Blutplasma gesenkt werden konnte [50]. Zudem deuten einige Studien darauf hin,
dass die PD-1 Expression auf CD4*- und CD8"-T-Zellen positiv mit der HI-Viruslast korreliert
und negativ mit dem CD4* Zellzahl [49, 71]. Somit kann PD-1 auch als ein Progressionsmarker
gesehen werden [73]. Durch eine effektive ART wird die Zahl der PD-1 positiven T-Zellen ver-
ringert, jedoch verbleiben sie im Blut trotz langerer Unterdriickung durch ART und kdnnen
womoglich bei der Entstehung des HIV-Reservoir eine wichtige Rolle spielen [46]. Insbeson-
dere enthalten PD-1 exprimierende CD4*-T-Gedachtniszellen mehr provirale HIV-1 DNA als
PD-1 arme Zellen [74].

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich signifikant erhohte PD-1-Expressionen auf CD4" T-
Gedachtniszellen in Kohorte 3 (cHIV/S). Dies stimmt mit den Befunden von Macatangay BIC
et al. Uberein [46]. Ohne Vergleichskohorte chronisch HIV-Infizierter unter ART ohne Syphilis,

l&sst sich jedoch der spezifische Einfluss der Ko-Infektion nicht eindeutig bestimmen.

5.5 HLA-DR-Expression und Immunaktivierung

Die HLA-DR-Expression war in beiden ko-infizierten Kohorten signifikant erhéht im Vergleich
zu den nicht ko-infizierten Kohorten.

HLA-DR fallt in die Gruppe der proinflammatorischen Marker. In vielen Studien konnte bei
Menschen mit einer HIV-Infektion ein Anstieg der HLA-DR Expression im Rahmen einer Ko-
Infektion mit Syphilis nachgewiesen werden [75].

Als MHC-Klasse-2-Zelloberflachenrezeptor lassen sich durch den Nachweis der HLA-DR Ex-
pression Riickschlisse auf den Aktivititszustand der Zelle ziehen. HLA-DR*-CD4*-
Gedachtnis-T-Zellen weisen eine hohe Frequenz von Aktivierungs- und Erschépfungsmarkern
auf. Zudem wird davon ausgegangen, dass diese Untergruppe von Gedachtnis-T-Zellen trotz

erfolgreicher ART-Gabe, eine persistierende Infektion mit HIV zeigen und somit wesentlich
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zum HIV-Reservoir beitragen [47]. Lee et al. konnte zeigen, dass im Untersuchungszeitraum
von 3 bis <15 Jahren bei Patienten unter ART die Anzahl an HLA-DR*-CD4*-T-Zellen, welche
mit HIV infiziert sind, knapp um ein Flinftel zunahm. HIV-DNA scheint sich sowohl in HLA-DR*-
als auch in HLA-DR™ -CD4*-Gedéachtnis-T-Zellen zu halten, jedoch besonders in HLA-DR™-
Zellen. Dies kdnnte womdglich eine groRReres HIV-Reservoir bei Patienten mit Syphilis-Ko-
Infektion beglinstigen.

Lee et al. konnte auch eine gesteigerte Ki67-Expression auf den HLA-DR*-CD4*-T-Zellen fest-
halten. Die kombinierten Marker von Ki67/PD-1 waren bei der HLA-DR*-T-Zell-Untergruppe
im Durchschnitt 19-fach bzw. 22-fach héher exprimiert als bei ihrem HLA-DR negativen Ge-
genstlck. Auch in dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Gruppe mit chronischer HIV-
Infektion (K3) eine signifikant hdhere PD-1 Expression in der Gruppe der zentralen T-Gedacht-
niszellen (Tcm) zeigte. PD-1 und HLA-DR kénnten sich somit womdglich als wichtige Marker
im Bereich der Forschung am HIV-Reservoir erweisen.

In unserer Untersuchung ist hervorzuheben, dass in der ersten Kohorte mit Syphilis-Ko-Infek-
tion ein signifikanter Anstieg der HLA-DR Expression auf CD4*-T-Zellen (Tcpa) im Vergleich
zur Kohorte 2 (aHIV) festzustellen war. Daraus auf eine resultierende Beguinstigung bzw. Be-
schleunigung der Formation von HIV-Reservoire zu schlieen, ware zu voreilig. Wenn man
jedoch die Daten von Lee et al. betrachtet, ist die Syphilis-Ko-Infektion als beeinflussender

Faktor im Verlauf der Pathogenese zu berlcksichtigen.

5.6 Interferon-y und HIV-Pathogenese

In den Ergebnissen zeigte sich eine signifikante Erhéhung des Interferon-y-Spiegel in Kohorte
1 (aHIV/S) gegenuber allen anderen Kohorten. Die Viruslast korrelierte positiv mit dem IFN-y-
Spiegel in Kohorte 1 (aHIV/S), jedoch nicht in einem statistisch signifikanten Male.

IFN-y ist ein Typ-ll-Interferon mit sowohl antiviralen als auch virusférdernden Effekten abhan-
gig vom Kontext [76]. Es kann HIV-Replikation hemmen, aber auch durch Immunaktivierung
Zielzellen anfalliger machen [53, 77]. Chronisch erhdhte IFN-y-Spiegel kénnen Immuner-
schopfung und Reservoirbildung férdern [53].

Die Rolle von IFN-y wahrend einer HIV-Infektion ist kontrovers. Sowohl eine Beglinstigung als
auch eine Restriktion der Replikation sind beschrieben. Eine Restriktion wird durch die Hoch-
regulation Interferon-stimulierter Gene (ISGs) erreicht sowie die Induktion antiviraler Enzyme.
Hierbei spielt vor allem der JAK-STAT-Signalweg eine wichtige Rolle. Er stellt einen universel-
len SignalUbertragungsmechanismus von Zelle zu Zelle dar, um die Genexpression durch ext-
razellulare Signale wie Zytokine und Wachstumsfaktoren zu regulieren. Dadurch kann eine

Beeinflussung und Steuerung von Zellentwicklung, Differenzierung und Immunfunktion
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erfolgen [78]. Interferone kénnen die HIV-Ubertragung, die akute Virusvermehrung und die
Pathogenese einschranken [77].

Unter gewissen Umstanden kann es jedoch auch zu einer Begunstigung der Replikation kom-
men. Die IFN-y vermittelte Immunaktivierung kann Zielzellen des HIV, insbesondere aktivierte
CD47-T-Zellen, vulnerabel fiir eine Infiltration machen. Zudem kann ein permanenter Anstieg
der Typ-ll-Interferone wie IFN-y zu einer chronischen Aktivierung und schlussendlich zur Er-
schopfung des Immunsystems fuhren. Dies wirde Ausbildung und Vergroferung des HIV-
Reservoir bevorteilen [53]. Roff et al. beschreibt, dass In-vitro- und Ex-vivo-Studien die Ver-
starkung der HIV-1-Replikation und den damit verbundenen Erkrankungen belegen.

Die Rolle von IFN-y bleibt kontrovers in Bezug auf die HIV-Infektion. Sicherlich spielt der Zeit-
punkt der Betrachtung und somit das Stadium der Infektion eine wichtige Rolle. Die proin-
flammatorischen Effekte mit einer konsekutiven Beguinstigung der Virusreplikation stehen im
Kontrast zur antiviral gedachten Rolle der Typ-I-Interferone. IFN-y verstarkt somit im Kontext

chronischer HIV-Infektion eher die virale Persistenz und Pathogenese als die Virushemmung.

Kritisch zu diskutieren sind folgende Gesichtspunkte dieser Dissertation: Wichtige Einschran-
kungen sind die kleine Stichprobengrofte (n=60), Geschlechterhomogenitat (iberwiegend
Manner), fehlende Langsschnittdaten, fehlende Vergleichskohorte chronischer HIV-Infektion
ohne Syphilis sowie die Beschrankung auf periphere Blutproben statt Gewebeuntersuchun-

gen. Klinische Korrelationen waren nicht moglich.

Die vorliegenden Ergebnisse der 45 HIV-positiven Patienten und der 15 HIV-negativen Kon-
trollen stellen umfassende Momentaufnahmen dar. Um eine genaue Aussage uber das HIV-
Reservoir zu treffen, sollten daher longitudinale Proben sowie Proben aus lymphatischen Or-
ganen wie z.B. das terminale lleum untersucht werden. An dieser Stelle muss jedoch nochmals
auf die Seltenheit der untersuchten Blutproben bzw. des Kollektivs mit einer akuten HIV-

Infektion in sehr friihen Stadien hingewiesen werden.

5.7 Schlussfolgerungen

Diese Studie zeigt, dass eine Syphilis-Ko-Infektion die HIV-Pathogenese sowohl in akuten als

auch chronischen Stadien messbar beeinflusst:

1. CD4+-T-Zell-Depletion ist bei Ko-Infektion ausgepragter; Viruslasten sind erhdht, verbes-

sern sich jedoch nach Syphilisbehandlung.
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2. Zentrale Gedachtnis-T-Zellen (Tcm) sind bei akuter Ko-Infektion angereichert, was auf be-

schleunigte Reservoirbildung hinweisen konnte.

3. PD-1-Expression auf zentralen Gedachtnis-T-Zellen (Tcwm) ist bei chronischer Ko-Infektion

erhéht und steht im Einklang mit T-Zell-Erschépfung und Reservoirpersistenz.

4. HLA-DR-Expression ist bei akuter und chronischer Ko-Infektion erhéht und markiert akti-

vierte T-Zellen, die zur HIV-Persistenz beitragen.

5. IFN-y-Spiegel sind bei akuter Ko-Infektion erhdht und spiegeln die komplexe Doppelrolle

dieses Zytokins wider.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die Empfehlung eines routinemafigen Syphilis-Screenings bei
PLWH und unterstreichen die Bedeutung einer schnellen Behandlung. Zukunftige Studien soll-
ten grofere, longitudinale und diversere Populationen untersuchen sowie Gewebereservoire
einbeziehen, um den Einfluss der Syphilis-Ko-Infektion auf das HIV-Reservoir und klinische

Verlaufe vollstandig zu verstehen.
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