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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Mitochondrium

1.1.1 Aufbau und Funktion

Mitochondrien (Abbildung 1) sind meist langlich ovale Zellorganellen mit einem
Durchmesser von 0,5-1 pum und einer Lange von 1-4 ym. Fir die Eukaryontenzellen
stellen sie den wichtigsten Ort der Energiegewinnung dar. Die Energie entsteht in
Form von Adenosintriphosphat (ATP) durch oxidative Phosphorylierung. Daneben
gelten u. a. die Regulation des programmierten Zelltodes (Apoptose) und die
Thermogenese als Hauptaufgaben der Mitochondrien. Mit Ausnahme der
Erythrozyten beinhalten alle Zellen Mitochondrien. Lymphozyten enthalten nur
wenige Mitochondrien, etwa 10-20, Hepatozyten hingegen einige hundert bis
tausend. Ihre Form, Anzahl und Positionierung in der Zelle differiert je nach Zelltyp
und dessen Energiebedarf (Cossarizza, A. et al. 2004). Mitochondrien sind von einer
Doppelmembran umgeben. Dadurch entstehen zwei getrennte Kompartimente, die
interne  Matrix und der Membranzwischenraum. Die Lipiddoppelschicht der
AulRenmembran ist fur kleine Proteine und Moleklle mit einer geringeren Grol3e als
5000 Dalton durchlassig. In ihr sind Kanale aus dem Transportprotein Porin
lokalisiert. An die AuRenmembran anschlielend, durch einen schmalen
Membranzwischenraum getrennt, befindet sich eine hochspezialisierte Innenmebran,
die sich in die Matrix einstllpt. Die Einstilpungen, Cristae genannt, dienen der
OberflachenvergroRerung der inneren Membran. An der Anzahl und dem Ausmal}
der Cristae erkennt man die Abhangigkeit der jeweiligen Zelle von der
Atmungsaktivitdt und somit vom Energiegewinn. Die Atmungskette und ATP-
Synthase sind an der Innenmembran lokalisiert. Die Lipiddoppelschicht der inneren
Membran enthalt Cardiolipin, das die Membran fiir lonen besonders undurchlassig
macht. Molekile kénnen nur durch die Innenmembran permeieren, wenn fur sie
spezielle Transportproteine vorhanden sind (Capaldi, R.A. 1982). In der
Mitochondrienmatrix finden sich unter anderem das mitochondriale Genom (mtDNA),
Ribosomen, die Enzyme des Zitronensaurezyklus und die Enzyme der Oxidation von
Pyruvat und Fettsduren zu Acetyl-CoA (Alberts, B. et al. 2002).
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ATP Synthase Partikel

Membranzwischenraum
Matrix

Ribosom Cristae

Innenmembran
Aullenmembran

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Mitochondriums (Ruiz, M. 2006).
1.1.2 Mitochondriales Membranpotential

An der mitochondrialen Innenmembran sind die Elektronentransportkette
(Atmungskette) und die ATP-Synthase lokalisiert. Sie sind fur die Bereitstellung von
Energie in Form von ATP flir den Zellstoffwechsel von gro3ter Bedeutung. An der
Elektronentransportkette sind die Enzymkomplexe | bis V und die Protonen- und
Elektroneniubertrager Ubichinon (Coenzym Q) und Cytochrom c beteiligt. NADH und
FADH,, aus dem Zitronensaurezyklus stammend, werden reduziert und setzen
Protonen und energiereiche Elektronen frei. Die energiereichen Elektronen treiben
Redoxreaktionen in den Enzymkomplexen an, Protonen werden dber die
Innenmebran aus der Matrix in den Membranzwischenraum transportiert und bilden
einen  Protonen- und einen Spannungsgradienten, das mitochondriale
Membranpotential (Loffler, G. 1998). Dabei wird die Innenseite der Membran negativ
und die AuRenseite positiv geladen. Der entstandene elektrochemische
Protonengradient treibt die ATP-Synthase zu Bildung von ATP an (Abbildung 2).
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Intermembran
H+ b b -raum
N A
+ o+ o+ + o+ + + + +
[ V
OO MRCOOCOOMOAEE QR | COOME Ghnere
FEr 1 e Q L....H--g!' Il (e [l ! ”Mitochondrien-
1 1 1 g 1 6 1 d('j'nembran
Matrix
NADH NAD- 2H"+% 0, H,0
+H" H*

3ADP+3 P, 3ATP

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Atmungskettenkomplexe in  der
Mitochondrienmembran. Die von Komplex I, 1ll und IV gepumpten Protonen (H") erzeugen
einen Protonengradienten Uber die innere Membran. Komplex V (ATP-Synthase) bildet ATP.
Die Elektronen (e) aus der Reduktion von NADH flie3en tUber Komplex I, Coenzym Q,
Komplex Ill, Cytochrom c und Komplex IV und ermdéglichen die Bildung von H,O. Verandert
nach (Follmann, K.K. 1998)

Der elektrochemische Protonengradient tbt eine Triebkraft aus, die man in Millivolt
(mV) messen kann. In einer typischen Zelle betragt diese protonenmotorische Kraft
eines Mitochondriums etwa 200 mV. Die meiste Kraft ist im mitochondrialen
Membranpotential (MMP) gespeichert (~140 mV), der Protonengradient steuert mit
etwa 60 mV die Kraft einer pH-Einheit bei. Man betrachtet vereinfachend nur das
MMP als Indikator fir den Energiestatus eines Mitochondriums. Es ist vor allem fir
Zellen mit hohem Energiebedarf von gréf3ter Bedeutung (Mathur, A. et al. 2000). Die
Messung des mitochondrialen Membranpotentials ermoéglicht somit qualifizierte
Aussagen uber den Zustand der Mitochondrien bzw. tGber den Einfluss von z.B.

Virusproteinen oder Medikamenten auf deren Funktion.

1.2 Programmierter Zelltod (Apoptose)

Zellteilung und Zelltod halten sich im gesunden, reifen Gewebe die Waage.
Grundsatzlich wird zwischen zwei Hauptwegen des Zelltodes unterschieden: dem
programmierten Zelltod und der Nekrose (Abbildung 3) (Wochna, A. et al. 2007).

Die Nekrose ist die Reaktion der Zelle auf physikalische oder chemische Noxen. Sie
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fuhrt Uber die Funktionsuntichtigkeit zum Zugrundegehen der Zelle mit
anschlieBender Phagozytose. Die Zelle schwillt an, die Integritdt der Membranen
geht verloren, Zellorganellen und Zytosol werden in den Extrazellularraum freigesetzt
(,Blebbing®). Durch das Freisetzen des Zellinhaltes wird eine Entziindungsreaktion
hervorgerufen (Leist, M. et al. 2001). Der programmierte Zelltod ist im Gegensatz
dazu ein aktiv von der Zelle gesteuerter Untergang. Besonders bei stark
proliferierenden Geweben wie Hepatozyten oder Blutzellen reguliert er die
physiologische Entwicklung, von der Embryonalentwicklung an dber die
Differenzierung und Funktion des Nerven- und Immunsystems bis hin zur
Wachstumskontrolle (Ellis, R.E. et al. 1991). Kranke oder entartete Zellen werden
durch Apoptose eliminiert (Jacobson, M.D. et al. 1997).

DNA-Schadigungen z.B. durch UV-Licht oder Chemotherapeutika, oxidativer Stress,
Virusinfektionen oder der Entzug von Wachstumsfaktoren kénnen die Einleitung des
programmierten Zelltodes auslésen. Die Apoptose ist eine spezifische, biochemisch
und morphologisch definierte Form des programmierten Zelltodes. Hierbei ist eine
morphologische Verdnderung nach Aktivierung einer intrazelluléaren, proteolytischen
Maschinerie aus Caspasen (Cysteinyl-Aspartasen) wesentlich. Die morphologischen
Veranderungen werden charakterisiert durch das Schrumpfen der Zellen, das
Ausstilpen der Membranen und den Verlust des Kontaktes zum Zellverbund. Parallel
erfolgt Kondensation und eine spezifische Fragmentierung des Chromatins (Vander
Heiden, M.G. et al. 1997), (Kerr, J.F. et al. 1972). Der Zellinhalt schnirt sich in
Vesikeln, den so genannten apoptotischen Kérperchen ab (,Budding®). Diese
Korperchen werden dann ohne Entzindungsreaktion von benachbarten Zellen
phagozytiert (Fadok, V.A. et al. 1998).
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Apoptose: Zellschrumpfen, Apoptotische Kérperchen,
Chromatinkondensation, Phagozytose,
LBudding® keine Entziindung

Nekrose: Anschwellen der Zelle, Freisetzung des Zellinhaltes,
Membranintegritat |, Entziindung
.Blebbing*®

Abbildung 3: Charakteristischer Ablauf des Zelltodes einer Zelle: Apoptose im Gegensatz zur
Nekrose. Verandert nach (Van Cruchten, S. et al. 2002) und (Hoffmeister, H. 2005)

1.2.1 Molekularer Mechanismus der apoptotischen Signaltubertragung

Die Apoptose kann durch verschiedenste Impulse innerhalb oder auf3erhalb der Zelle
wie z. B. durch Bindung bestimmter Faktoren an deren Oberflachenrezeptoren oder
durch Schaden der DNA oder der DNA-Reparaturmechanismen aktiviert werden. So
unterscheidet man zwei apoptotische Wege, den extrinsischen, todesrezeptor-
vermittelten Weg und den intrinsischen, mitochondrienvermittelten Weg (Fuentes-
Prior, P. et al. 2004), (Adams, J.M. 2003). Diese sind schematisch in Abbildung 4

dargestellt.

Der extrinsische Apoptosesignalweg

Alle Zellen enthalten ein streng reguliertes System inaktiver Procaspasen, die durch
Aktivierung die Caspasenkaskade anstoRen und somit die Apoptose in Gang
bringen. Eine Moglichkeit diese Maschinerie zu aktivieren ist die Bindung
spezifischer Liganden an Oberflachenrezeptoren der TNF-Familie (z. B. FAS).

Solche Liganden sind beispielsweise Tumornekrosefaktoren (TNF, FAS-Ligand) oder
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andere Zytokine, die durch T-Lymphozyten gebildet werden kdnnen. Bindet z. B. ein
FAS-Ligand (CD178) an einen FAS-Rezeptor (CD95), ballen sich mehrere FAS-
Proteine auf der Zelloberflache zusammen und bilden Komplexe mit intrazellularen
Adapterproteinen. An diese binden Procaspase 8-Molekiile, die sich gegenseitig
durch Spaltung aktivieren. Die so aktivierten Caspase 8-Molekule aktivieren dann als
Initiatorcaspasen ihrerseits weitere Procaspasen und setzten uber die nun als

Effektorcaspasen fungierenden Proteine die gesamte Caspasekaskade in Gang.

Der intrinsische Apoptosesignalweg

Der intrinsische Signalweg kann durch Zellzyklusdefekte, DNA-Schaden oder
oxidativen Stress induziert werden. Typischerweise wird er durch die Cytochrom c
Freisetzung aus den Mitochondrien gestartet. Cytochrom c bindet im Zytosol an das
Adapterprotein Apaf-1 und aggregiert. Dann folgt die Bindung und Aggregation der
Procaspase 9, wodurch diese als aktivierte Caspase 9 die Todeskaskade anstol3t
(Green, D.R. et al. 1998).

Bcl-2 Proteine:
Q FAS antiapoptotisch
EAS- -proapoptotisch
Ligand
Apaf1
Procaspase 8 <> 8
*
X X “‘0
) 0.0
Caspase B Bid O Cytochrom ¢
l Mitochondrium

ﬂﬁp 4
Apoptose ‘H’ﬁ) ) S @‘?i? — [:J

Effektorcaspasen spase 9

Caspase 9

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Apoptosesignalwege. Verandert nach (Schulze-
Osthoff, K. 2002)
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1.2.2 Regulatoren der Apoptose

Die Caspaseaktivierung kann durch bestimmte intrazellulare Proteine und Gene
reguliert werden. Diese konnen apoptosefordernde oder —hemmende Wirkung
aufweisen. Dazu zahlen die Proteine der Bcl-2-Familie und der IAP (inhibitor of
apoptosis proteins)-Familie (Cory, S. et al. 2003). Tumorsuppressorgene wie p53
wirken  apoptoseinduzierend. = Apoptosepromotoren  sind  Bad, welches
zelltodhemmende Mitglieder seiner Bcl-2-Familie bindet und inaktiviert, Bax und Bak,
die die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Mitochondrien férdern. Apoptoseschutz
erfahrt die Zelle durch die Bcl-2-Familien Proteine Bcl-2 oder Bcl-XL, welche die
Cytochrom c Freisetzung hemmen. Die IAP sind weitere wichtige Kontrollinstrumente
der Zelle. Diese binden entweder an Procaspasen und verhindern deren Aktivierung

oder blockieren bereits aktivierte Caspasen.

1.3 HIV und AIDS

Das humane Immunschwachevirus (HIV, human immunodeficiency virus) ist seit
1983 als urséachlicher Erreger fur die Entstehung der Immunschwéchekrankheit AIDS
(acquired immunodeficiency syndrom) bekannt (Barre-Sinoussi, F. et al. 1983),
(Gallo, R.C. et al. 1983). Sie wurde erstmals 1981 bei einer Gruppe homosexueller
Méanner mit dem Auftreten schwerer opportunistischer Infektionen beschrieben. Die
Ubertragung von HIV erfolgt in der Regel auf sexuellem oder parenteralem Weg.
Aktuelle Daten des Robert Koch-Institutes sprechen von ~59.000 HIV-infizierten
Menschen in Deutschland, davon leben ~9.500 mit AIDS. Jéahrlich ist mit ~3.000
Neuinfektionen zu rechnen. Seit Anfang der Epidemie sind in Deutschland ~27.000
Menschen an AIDS gestorben (Hamouda, O. 2007). Weltweit sind ~33,2 Millionen
Menschen mit HIV infiziert, bzw. an AIDS erkrankt. Die Neuinfektionsrate liegt bei
~2,5 Millionen/Jahr. Allein 2007 rechnet man mit ~2,7 Millionen Todesopfern weltweit
(Hamouda, O. 2007).

HIV ist ein umhilltes RNA-Virus. Es gehdrt zu der Familie der Retroviren und der
Gattung der Lentiviren. Das Virus wird in 2 Stamme unterteilt. HIV-1, mit den
Hauptgruppen M, N, O und weiteren Subgruppen (Korber, B. et al. 1999), ist weltweit
vertreten und verantwortlich fur die globale Pandemie. Die Verbreitung des
wahrscheinlich weniger virulenten HIV-2 ist im Wesentlichen auf Westafrika
beschrankt (Clavel, F. et al. 1986).
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1.3.1 Struktur und Replikation des HI-Virus

Struktur

HIV zéahlt zu den (+)-Einzelstrang RNA-Viren. Das Virion hat einen Durchmesser von
ca. 100 nm. Es enthalt einen Kern (Core), dessen Hulle aus dem Kapsidprotein
(p249%9) besteht. Darin liegen die Enzyme Protease (p10°%) und Integrase (p34°®)
und zwei Kopien viraler RNA, daran gebunden das Nukleoprotein (p79%%) und die
Reverse Transkriptase (p55°°, p61°%). Den Kern umschlieRt eine aus Matrixprotein
(p179%9) gebildete Matrix, die mit der Virushille verankert ist. Die Virushille besteht

1env

aus transmembranalem Glykoprotein (gp41™™) und nicht kovalent an der Oberflache
gebundenem Glykoprotein (gp120°™) in einer Phospholipddoppelschicht. Die beiden
Stamme des HI-Virus 1 und 2 gleichen sich im elektronenmikroskopischen Bild,
unterscheiden sich aber hinsichtlich der Anordnung der Regulatorgene und der
Molekilmasse ihrer Proteine. Struktur und Genkartierung des HIV-1 sind zur

Veranschaulichung in Abbildung 5 und Tabelle 1 dargestelit.

Lipid-Doppelschicht

— Integrase

Reverse ————@"g
Transkriptase

i
Protease

| 5'LTR |

Abbildung 5: Struktur und Genkarte des HIV-1. Verdndert nach (Beyer, D. 1997)
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Tabelle 1: Genprodukte des HIV-1

Strukturproteine Regulatorproteine
Gen kodiert Gen | kodiert
Itr long terminal repeats vif viraler Infektidsitatsfaktor p24

(Transkriptionskontrolle)

gag gruppen- p24 Kapsidprotein | vpr schwacher Transkriptionsaktivator p15
spezifische pl7 Matrixprotein
Antigene p7 Nukleoprotein

pol Reverse Transkriptase p55, p61 vpu | Verstarkt Virusfreisetzung durch
Protease p10 Membranen p16
Integrase p34 Stimuliert intrazellularen Abbau von

CD4

env Transmembran gp4l tat Transaktivatorprotein, steuert

-glykoproteine  gp120 Virustranskription p14

rev | erm0glicht Export viraler mRNA aus
dem Zellkern p19/20

nef Pathogenitatsfaktor p28/27
verstarkt Virusreplikation

Replikation

Das Glykoprotein CD4 fungiert als primarer Rezeptor fur HIV. Es wird an der
Oberflache von Zellen wie T-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen, dendritischen-
und Mikrogliazellen exprimiert. CD4 ist in vier extrazellularen,
immunglobulindhnlichen Bereichen strukturiert, die eine doppelte B-Faltblattstruktur
aufweisen. Es bindet an bestimmte Bereiche des HIV-Glykoproteins gpl120. Dies
fuhrt zu einer Konformationsanderung von gpl20, was die Bindung an einen
weiteren Rezeptor ermdglicht. In erster Linie dienen Chemokinrezeptoren als
Korezeptoren fir das Eindringen des Virus in die Wirtszelle (Doerr, H.W. et al. 2004).
Monozytotrope HIV-Isolate nutzen daftir den CCR5-Rezeptor, T-zelltrope Virusisolate
den CXCR4-Rezeptor (Goebel, F.D. et al. 2000). Der entstandene Komplex aus
CD4, gp120 und dem Korezeptor bewirkt eine konformationelle Anderung des HIV-
Glykoproteins gp4l. Es kommt zur Fusion der HI-Virushille und der
Zielzellmembran, so dass der Viruskern in das Zytoplasma der Wirtszelle gelangt
(,uncoating“). Die (+)-Einzelstrang RNA wird durch eine RNA-abhangige Polymerase,
die Reverse Transkriptase, erst in (-)-Einzelstrang DNA, dann in provirale
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Doppelstrang DNA umgeschrieben. In aktivierten T-Lymphozyten vermittelt die virale
Integrase die Integration der proviralen DNA in die Wirts-DNA, wodurch ein
sogenanntes Provirus entsteht. Dieses Provirus wird wie nichtinfiziertes Genom bei
der Zellteilung weitergegeben. Die Proteinsequenzen ltr (long terminal repeats) des
Provirus sorgen dafir, dass es bevorzugt transkribiert wird. So wird mit Hilfe der
Wirtspolymerase verstarkt virale mRNA produziert. Diese kann als (+)-Einzelstrang
RNA verpackt und aus der Zelle geschleust werden oder aus ihr werden direkt an
Wirtsribosomen Virusproteine synthetisiert. Das daraus zusammengebaute Virus

verlasst durch Aussprossung die Wirtszelle.

1.3.2 Das Lymphgewebe als Ort des Virusreservoirs

Das Lymphgewebe, in dem infizierte CD4" T-Zellen, Makrophagen und dendritische
Zellen vorkommen, dient dem HI-Virus als Hauptreservoir. 95 % der im Plasma
zirkulierenden Viren stammen von produktiv infizierten CD4" T-Lymphozyten. Diese
Zellen, mit einer sehr kurzen Halbwertszeit von ca. zwei Tagen, kommen im T-
Zellbereich des lymphatischen Gewebes vor. Vermutlich ist ihre Aktivierung im
Zusammenhang mit der Immunantwort ihr Todesurteil. Latent infizierte CD4"
Gedachtniszellen dienen ferner als Virusreservoir. Die Produktion der Viren beginnt
nach Aktivierung der Gedachtniszelle durch ein prasentiertes Antigen. Wahrend ihrer
Halbwertszeit von ca. zwei bis drei Wochen ab dem Zeitpunkt der Infektion kann sich
HIV von ihnen aus auf andere aktivierte Zellen ausbreiten. Makrophagen und
dendritische Zellen beherbergen ebenso sich replizierende Viren. Sie scheinen
dadurch keinen Funktionsverlust zu erleiden und stellen deshalb einen erheblichen
Virenspeicher dar. Zudem wird HIV von follikular dendritischen Zellen an ihrer
Oberflache in Form von Immunkomplexen festgehalten. Selber nicht infiziert, dienen

diese Zellen infektiésen Viren eventuell als Speicherort (Janeway, C.A. et al. 2002).

1.3.3 Krankheitsverlauf und Immunpathogenese

Der natirliche Verlauf einer HIV-Infektion ist in drei Stadien unterteilt, die akute HIV-
Infektion, die chronische Phase und AIDS. Die akute Phase der HIV-Infektion zeigt
sich im Normalfall mit vorliibergehenden Symptomen, &hnlich eines grippalen
Infektes. Die Anzahl der im peripheren Blutkreislauf zirkulierenden Viren steigt stark

an, sie erreicht Werte von bis zu 10° Kopien von HIV-RNA/mI Plasma (Kahn, J.O. et
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al. 1998). Die Anzahl der CD4" T-Lymphozyten im peripheren Blut sinkt ab. Auch die
Anzahl der CD4"CCR5" T-Gedéachtniszellen des mukosaassozierten lymphatischen
Gewebes sinkt (Derdeyn, C.A. et al. 2005). Die Prasenz der HI-Viren |6st eine
adaptive Immunantwort aus. Es werden zytotoxische, CD8" T-Lymphozyten (CTL)
und Tyl-Zellen aktiviert, die sich spezifisch gegen infizierte Zellen richten (Bevan,
M.J. 2004). Von diesen Zellen werden Zytokine, wie der Tumornekrosefaktor a (TNF
a), Interferon y (INF y) und Interleukin 2 (IL 2) sezerniert, die die Effektorfunktion des
Immunsystems unterstitzen (Pantaleo, G. et al. 2004). Zeitlich korreliert das
Auftreten der CTL und Tyl-Zellen mit der Abnahme der peripheren Viruslast nach
der Primarinfektion. Etwas zeitversetzt werden HIV-spezifische Antikdrper gebildet,
es kommt zur Serokonversion, die Viruslast nimmt wieder ab, die CD4" T-
Lymphozyten erholen sich. Diese Phase spielt sich in einem Zeitraum von vier bis
acht Wochen ab. Die Hohe der CD4" T-Zellzahl nach der Priméarinfektion gilt
momentan als quantitativer Marker fur den weiteren Verlauf der Erkrankung. Es folgt
die asymptomatische Phase der klinischen Latenz Uber eine durchschnittliche Dauer
von zehn Jahren. Sie ist charakterisiert durch einen langsamen, aber stetigen Abfall
der CD4" T-Lymphozyten im peripheren Blut, einer mehr oder weniger
gleichbleibenden Zahl infizierter CD4" T-Lymphozyten und einer erhohten
Apoptoserate bei sowohl CD4"- als auch CD8" T-Zellen. Die erhdhte Apoptoserate
als Ausdruck fur die generalisierte Immunaktivierung scheint fir den schlie3lichen
Abfall der CD4" Helferzellen urséchlich zu sein (Derdeyn, C.A. et al. 2005). Des
Weiteren scheint der Verlust der CD4" T-Lymphozyten durch HIV-Proteine direkt
(env), durch Caspaseaktivierung (vpr), Uber Apoptoseinduktion durch Kontakt
infizierter und gesunder Zellen (FAS/ FAS-Ligand), bzw. durch direktes Abtdten
durch CD8" T-Lymphozyten gekennzeichnet zu sein (Rubbert, A. et al. 2007). Diese
Mechanismen werden im folgenden Abschnitt 1.4 naher beschrieben. Die
Immunantwort gegen das Virus fihrt zu einer Hyperaktivierung des Immunsystems,
in aktivierten T-Lymphozyten vermehrt sich das Virus, so entsteht der Teufelskreis,
der zu der Depletion der CD4" Helferzellen fiuhrt (Hazenberg, M.D. et al. 2003)
(Picker, L.J. 2006). In der letzten Phase der Erkrankung versagt durch die geringe
Anzahl und gestorte Funktion der CD4" T-Zellen die zellulare Immunantwort. Ab
einem Schwellenwert von 500 CD4" Helferzellen/ul Blut steigt die Anfalligkeit fur
opportunistische Infektionen. Nach dem gleichzeitigen Auftreten spezifischer

Symptome, aggressiver Formen des Kaposi-Sarkoms oder von B-Zell-Lymphomen
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definiert man das Auftreten von AIDS. Ohne Behandlung fuihren diese Erkrankungen
ab diesem Zeitpunkt innerhalb einiger Monate bis weniger Jahre zum Tod. Ein sehr
geringer Prozentsatz infizierter Patienten zeigt eine fehlende oder deutlich
verlangsamte Krankheitsprogression. Bei diesen sogenannten ,long term non
progressors® bleibt die Anzahl der CD4" T-Zellen stabil, es zirkulieren erstaunlich
wenige Viren im Blut. Mogliche Erklarungen hierfur sind eine erh6hte Immunantwort
durch zytotoxische CD8" T-Zellen, eventuell durch Sezernierung von Zytokinen,
Chemokinen oder humanen Defensinen (Zhang, L. et al. 2002) oder eine erhdhte

Bildung von AntikGrpern gegen zahlreiche HIV-Proteine (Janeway, C.A. et al. 2002).

1.4 HIV und Apoptose der CD4" T-Lymphozyten

Bei der HIV-Infektion wird die Apoptose als Hauptmechanismus des CD4" T-
Zellverlustes angesehen (Groux, H. et al. 1992). Dieses durch das Virus induzierte
Helferzellsterben spielt die Schlisselrolle in der Entwicklung des Immundefektes.
HIV infiziert und totet in erster Linie HIV-antigenspezifische CD4" T-Lymphozyten ab
(Douek, D.C. et al. 2002). Allerdings kodiert es auch fur proapoptotische Proteine,
die sowohl bei infizierten als auch nicht infizierten T-Lymphozyten Apoptose
auslosen konnen. Dazu zahlen gpl120, gpl60, tat, nef, vpr, vpu, vif und die virale
Protease. Die tatsachliche Wirkung dieser Proteine ist abhéngig vom Zelltyp auf den
sie treffen. Sie kénnen je nach Umfeld und Situation sowohl anti- als auch
proapoptotisch wirken (Varbanov, M.E. et al. 2006). Das Hullprotein gp120 |6st durch
Bindung an CD4" T-Zellen eine FAS/ FAS-Ligand vermittelte Apoptose aus. Infizierte
CD4" Helferzellen exprimieren ihrerseits CD178 (FAS-Ligand), der durch Bindung an
CD95" T-Zellen deren Apoptose auslosen kann (Zauli, G. et al. 1999). Das HIV-
Protein tat reguliert ebenfalls eine FAS/ FAS-Ligand vermittelte Apoptose. Dadurch
wird wiederum die Empfindlichkeit der nicht infizierten Zellen gegeniber einer CD95-
vermittelten Apoptose erhoht (Westendorp, M.O. et al. 1995). Nef interagiert mit dem
Korezeptor CXCR4 und induziert auf diese Weise die Apoptose von CD4" T-
Lymphozyten (James, C.O. et al. 2004). Das HIV-Protein vpr bedingt einen starken
Abfall des mitochondrialen Membranpotentials mit einer gleichzeitigen Freisetzung
von Cytochrom c. Dadurch wird eine mitochondrienvermittelte Apoptose in Gang
gesetzt (Deniaud, A. et al. 2004). Tat spaltet Caspase 3, deren Spaltprodukte zur

Depolarisierung der Mitochondrienmembran fihren, wobei Cytochrom c freigesetzt
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und die Apoptose induziert wird (Macho, A. et al. 1999). Ein weiterer Ausloser des
intrinsischen Apoptosesignalwegs ist die virale Protease. Sie aktiviert zeitgleich die
Procaspase 8 und reguliert Bcl-2 herunter. Die Regulation von Bcl-2 als
antiapoptotisches Protein wird ebenfalls durch die Bindung von gpl20 an CD4-
Rezeptoren der aktivierten T-Lymphozyten gestort (Nie, Z. et al. 2007). Umgekehrt
konnen HIV-Proteine auch antiapoptotisch in die Caspasekaskade einschreiten. Tat
kann die Aktivitatt der Caspase 10 minimieren und zeigt damit einen
antiapoptotischen Effekt (Gibellini, D. et al. 2005). Nef vermindert die Expression von
MHC-Klasse-1 (major histocompatibility complex) Molekilen auf der Zelloberflache
und hemmt somit die Erkennung der infizierten Zellen durch zytotoxische CD8" T-
Lymphozyten. AufRerdem reguliert es den FAS-Liganden CD178 an der
Zelloberflache herauf (Xu, X.N. et al. 1999). Die drei Proteine gp120, nef und vpu
schitzen ihre  Wirtszellen durch die  Herunterregulierung des CD4-
Oberflachenmolekiils vor CD4-gp120 vermittelter Apoptose (Inoue, M. et al. 1993),
(Willey, R.L. et al. 1992), (Cefai, D. et al. 1992), (Cossarizza, A. 2008).

1.5 Fragestellung

Die HIV-Infektion ist durch einen progressiven Verlust an CD4" T-Lymphozyten
charakterisiert. Dabei gilt die Apoptose als Hauptmechanismus der CD4"
Zelldepletion.

Es gibt jedoch bisher wenig Aufschluss dartber, wie das komplexe System der
Apoptose bei HIV-infizierten Personen gesteuert wird. Der mitochondrialen
Dysfunktion wird eine Schlisselfunktion in der Apoptose beigemessen.

Ein Ziel dieser Arbeit ist es, einen Zusammenhang des mitochondrialen
Membranpotentials und der Apoptoserate bei HIV-infizierten, antiretroviral
untherapierten Patienten heraus zu arbeiten.

Um den Einfluss des HI-Virus und der HIV-Infektion besser abschatzen zu kénnen,
wird der Zusammenhang der Apoptoserate und des mitochondrialen
Membranpotentials mit HIV-Verlaufsparametern, wie der CD4" Zellzahl, der HI-
Viruslast und der Dauer der Infektion dargestellt.

Desweiteren werden, um den Einfluss des HI-Virus und der HIV-Infektion zu
beleuchten, HIV-negative Kontrollpersonen zum Vergleich der Ergebnisse

herangezogen.
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Bislang gibt es keine verlasslichen Methoden, um routinem&Rig das Ausmal’ der
Mitochondrienschadigung oder der Apoptoserate HIV-infizierter Patienten zu
beurteilen. Die haufig angewendete Bestimmung des mtDNA-Gehaltes lasst keinen
direkten Rickschluss auf die Mitochondrienfunktion zu (Maagaard, A. et al. 2006).
Daher ist das zweite Ziel dieser Arbeit, geeignete Methoden zur Kontrolle dieser
Parameter zu erproben.

Mit Hilfe der JC-1 Farbung kann das MMP der PBMC bestimmt werden. Zur
Messung der Apoptoserate der PBMC wird die Annexin V-FITC Féarbung eingesetzt.
Die Isolierung von PBMC aus dem Blut HIV-infizierter Patienten ist im Rahmen der
Routineuntersuchung einfach durchzufiihren. Somit kdnnten diese beiden Methoden
eine praktikable Mdoglichkeit zur Abschatzung HIV-induzierter Schadigungen an

PBMC und deren Mitochondrien darstellen.
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2 Probanden, Material und Methodik

2.1 Probanden

Fur die Analyse des Status der peripheren mononuklearen Blutzellen wurden im
Zeitraum von Juni 2005 bis Oktober 2007 76 Probanden in die
Querschnittsuntersuchung eingeschlossen. Nach einem ausfuhrlichen
Informationsgesprach erklarten die Probanden ihr Einverstandnis zur Teilnahme an
der Untersuchung. Es wurden zwei Gruppen gebildet: HIV-infizierte, bisher nicht
antiretroviral therapierte Patienten (Gruppe 1) und gesunde, HIV-negative Probanden
als Kontrollgruppe (Gruppe 2). Gruppe 1 wurde aus dem Patientenkollektiv der
Infektionsabteilung der Medizinischen Poliklinik der LMU rekrutiert und setzte sich
aus 47 Patienten, darunter 7 Frauen und 40 Manner, zusammen. Das
Durchschnittsalter betrug 42 + 12 Jahre, der Zeitraum seit dem ersten positiven HIV-
Test (Dauer der Infektion) lag im Mittel bei 42 + 61 Monaten, die mittlere CD4"
Zellzahl betrug 523 + 175 Zellen/pl Vollblut und der durchschnittliche dekadische
Logarithmus der Viruskopien/ml Vollblut betrug 4,3 £ 0,9; in absoluten Zahlen 67.523
+ 113.664 Virus-RNA-Kopien/ml. Ausschlusskriterien waren akute Infektionen, AIDS-
Symptome, opportunistische Infektionen und eine vorangehende oder aktuelle
antiretrovirale Therapie. Gruppe 2 bestand aus 29 HIV-negativen Kontrollpersonen,
davon 9 Frauen und 20 Mé&nner. Im Durchschnitt war die Kontrollgruppe 39 = 13
Jahre alt. Fur diese Gruppe wurden akute Infektionen, wie Hepatitiden, HIV-Infektion
und Diabetes mellitus ausgeschlossen.

Die Ergebnisse der Untersuchungen beider Gruppen wurden miteinander verglichen.

2.2 Material

Die detaillierte Auflistung der verwendeten Materialien (Geréte, Verbrauchs-
materialien, Probenmaterial, Reagenzien, Medium und Software) findet sich im
Anhang dieser Arbeit (Abschnitt 6).

2.3 Methodik

Nach der korperlichen Untersuchung und ausfuhrlichen Anamnese im Rahmen der

Routineuntersuchung wurden von allen Probanden folgende Parameter bestimmt:
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Blutbild, Differentialblutbild, Elektrolyte (Ca**, CI, K*, Na*), Blutfette (Cholesterin,
Triglyzeride, Low-Density-Lipoprotein, High-Density-Lipoprotein), Leberenzyme
(Aspartataminotransferase, Alaninaminotransferase, y-Glutamyltransferase,
alkalische Phosphatase) und Laktatdehydrogenase, Proteine (Gesamtbilirubin,
Kreatinin, C-reaktives Protein), Blutzucker, Harnstoff und Laktat sowie der
Hepatisstatus. Fur die Gruppe der HIV-positiven Patienten wurde zuséatzlich die HIV-
Last am Tag der Untersuchung dokumentiert. Ferner wurden die Zellviabilitat der
peripheren mononuklearen Blutzellen (Abschnitt 2.3.2), das mitochondriale
Membranpotential (Abschnitt 2.3.3.1), die Apoptoserate (Abschnitt 2.3.3.2) und der
Immunstatus (Abschnitt 2.3.3.3) bestimmit.

2.3.1 Isolierung der peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) aus Vollblut

Die Gewinnung der PBMC erfolgte Uber eine Dichtegradientenzentrifugation mit
Biocoll. Dies ist eine Polysaccharoselésung mit einer Dichte von 1,077 g/ml.
Aufgrund der Dichteunterschiede der verschiedenen Blutbestandteile und der Biocoll-
Losung konnen diese bei einer Zentrifugation in Ubereinanderliegende Schichten
aufgetrennt werden. Erythrozyten und Granulozyten haben eine hdhere Dichte als
Biocoll, Lymphozyten und Monozyten haben eine geringere, das Plasma und die
Thrombozyten haben die geringste Dichte. So wird als unterste Schicht ein
Erythrozyten-Granulozyten-Gemisch separiert, dartiber liegt die Biocoll-Losung,
daruber wird ein Ring von peripheren mononuklearen Blutzellen (Lymphozyten und
Monozyten) isoliert und ganz oben befindet sich eine Plasma-Thrombozyten-Schicht
(Abbildung 6) (Banas, B. et al. 2004).

Plasma, Thrombozyten
PBMC-Ring

Biocoll-Trennlsung

Verdiinntes,
unkoagoliertes Vollblut

Biocoll-Trennlésung Erythrozyten

Granulozyten

Abbildung 6: Zentrifugenrohrchen vor (links), bzw. nach (rechts) der Dichtegradienten-
zentrifugation
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Durchfuhrung

Als Probenmaterial dienten 9 ml frisches Vollblut, das von jedem Teilnehmer peripher
venos in Serum-S-Monovetten entnommen wurde. Das Rohrchen wurde 5 Minuten in
Drehung gehalten, dabei begann das Blut zu koagulieren, wobei sich ein Thrombus
und eine Phase thrombozytenreduzierten, ungeronnenen Blutes bildeten. Von der
flissigen Phase entnahm man 3 bis 4 ml, gab diese in ein Zentrifugenréhrchen und
verdiinnte sie mit 6 ml Dulbecco’s PBS ohne Ca*" und Mg?* (DPBS). Diese Mischung
wurde in ein weiteres Zentrifugenrohrchen tber 4 ml Biocoll-Lésung geschichtet. Es
erfolgte eine 20 minltige Dichtegradienten-zentrifugation bei Raumtemperatur und
1500 Umdrehungen/Minute. Die Zentrifuge musste sehr langsam gebremst werden,
um die entstandenen Schichten nicht zu verwirbeln. Der separierte PBMC-Ring
wurde abpipettiert und zweimal mit 8 ml DPBS gewaschen und nochmals
zentrifugiert (5 Minuten, Raumtemperatur, 1500 Umdrehungen/Minute). Das dabei

entstandene Zellpellet wurde weiter verwendet, der Uberstand verworfen.

2.3.2 Trypanblau-Farbung

Man verwendet die Trypanblau-Farbung, um die Zellvitalitat der Probe zu prufen. Der
saure Farbstoff gelangt durch defekte Zellmembranen in das Zytosol, bindet dort an
Proteine und farbt tote Zellen tiefblau. Zellmembranen lebender Zellen lassen den
Farbstoff nicht penetrieren und bleiben somit ungefarbt. Der Farbstoff wirkt
zytotoxisch, lange Einwirkzeiten konnen zu falsch positiven Ergebnissen fuhren
(Sarkar, S. et al. 2003).

Durchfuhrung

Das gereinigte PBMC-Pellet wurde mit 2,5 ml RPMI 1640 resuspendiert. 10 pl dieser
Suspension wurden mit 10 pl Trypanblau-Lésung 0,4 % gemischt und drei Minuten
inkubiert. Mit Hilfe der Kova®-zahlkammer wurden die lebenden und toten Zellen von
10 pl der obigen Mischung unter dem Mikroskop ausgezéahlt. Fur die weitere

Untersuchung wurden Proben mit einem Lebendanteil <90 % ausgeschlossen.
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2.3.3 Durchflusszytometrie

Fur die durchflusszytometrischen Analysen wurde ein FACScan™ (fluorescence
activated cell sorter) der Firma Becton Dickinson, Heidelberg verwendet. Bei dieser
Methode werden in einem Flussigkeitsstrom suspendierte, ggf. mit einem Farbstoff
markierte Zellen in einem laminaren Strom an einem fokussierten,
monochromatischen Lichtstrahl (A=488 nm) vorbeigefihrt. Je nach Grole,
Granularitat und Anfarbung der Zellen kommt es zu einer spezifischen Streuung des
Lichtes, bzw. zu einer charakteristischen Emission des Farbstoffes, die mittels
geeigneter Photodetektoren gemessen werden. Bei der Streuung des Lichtes
unterscheidet man das Vorwartsstreulicht (FSC, forward scatter), das in der Richtung
des Laserstrahls gebeugt wird und das rechtwinklig gebrochene Seitwartsstreulicht
(SSC, side scatter). Das FSC ist das Mal} fur die ZellgréRe. Das SSC spezifiziert die
Granularitat, Membranfaltung und aufRere Form der Zelle. Um Fluoreszenzsignale zu
erhalten, werden die Zellen mit spezifischen Fluorochromen markiert. Das emittierte
Licht wird je nach Spektrum in einen von drei Fluoreszenzkanalen (FL1: 530 nm,
FL2: 585 nm, FL3: >650 nm) geleitet und detektiert. Mit dieser Methode kdnnen
Zellen z. B. durch Ankopplung fluoreszenzmarkierter Antikbrper an
Oberflachenstrukturen oder direktes Anfarben von Zellbestandteilen charakterisiert
und quantifiziert werden. Analysiert wird die Anzahl und Intensitat der jeweiligen
Ereignisse.

2.3.3.1 Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials mit Hilfe des

Fluoreszenzfarbstoffes JC-1

Der kationische, lipophile Fluoreszenzfarbstoff 5,5',6,6'-Tetrachloro-1,1",3,3'-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyaniniodid (JC-1) kann in unterschiedlich
fluoreszierenden Formen vorliegen. Von gesunden Mitochondrien mit stabil hohem
Membranpotential wird er aufgenommen und liegt in der Mitochondrienmatrix als J-
Aggregat vor. Nach Anregung mit Licht von 488 nm Wellenlange (A) emittieren die
Aggregate rotes Licht (A~585 nm), das in Fluoreszenzkanal 2 detektiert wird. Die J-
Aggregate sind nicht stabil und zerfallen bei Depolarisation der
Mitochondrienmembran in Monomere, die aus dem Organellinneren zurtick ins
Zytosol diffundieren. Dadurch nimmt die rote Fluoreszenz ab. Die Emission der JC-1

Monomere in hoher Konzentration wird als griine Fluoreszenz (A~530 nm) in FL1
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detektiert. Das Verhaltnis der Fluoreszenzsignale aus FL2 (J-Aggregate) und FL1
(JC-1 Monomere) beschreibt das mitochondriale Membranpotential (Median FL2 /
Median FL1). Das Protonophor Carbonylcyanid-4-(trifluoromethoxy)-phenylhydrazon
(FCCP) ist ein Entkoppler der mitochondrialen Atmung und Phosphorylierung.
Inkubiert man Zellen mit FCCP wird der Transport von Protonen in das
Mitochondrium erhéht und das mitochondriale Membranpotential bricht zusammen.
Die Messung der Fluoreszenzen nach Depolarisierung der Mitochondrienmembran
mittels FCCP ergibt eine untersuchungsinterne Basislinie (Positivkontrolle). Es wird
sowohl von den unbehandelten Zellen (Median FL2 / Median FL1 (ohne FCCP)) als
auch von den mittels FCCP depolarisierten Zellen (Median FL2 / Median FL1 (mit
FCCP)) ein Verhaltnis der Fluoreszenzsignale der J-Aggregate zu denen der JC-1
Monomere gebildet. Das der mit FCCP versetzten, depolarisierten Zellen wird als
100 % gesetzt. Die Ergebnisse stellen den prozentualen Anteil des Verhaltnisses der
J-Aggregate zu den JC-1 Monomeren der unbehandelten Zellen zu dem der
depolarisierten Zellen dar (Cossarizza, A. et al. 1997), (Sternfeld, T. et al. 2007).

Als Rechenformel fiir das mitochondriale Membranpotential ergibt sich:

_ Median FL2 (ohne FCCP) / Median FL1 (ohne FCCP)

MMP = 1009
Median FL2 (mit FCCP) / Median FL1 (mit FCCP) * o

Durchfihrung

JC-1 und FCCP sind stark lichtempfindlich, daher musste zigig und unter
Lichtschutz gearbeitet werden. Die Messung erfolgte als Doppelbestimmung. Das,
wie in 2.3.1 beschrieben, gewonnene PBMC-Isolat wurde mit supplementiertem
RPMI zu einer Konzentration von 10° Zellen/ml resuspendiert. Die Bestimmung der
Konzentration erfolgte mit dem Casy® 1 TT Zellzéhler. 1 ml dieser Suspension wurde
mit 5 pl der JC-1 Stockldsung (3,08 pM) versetzt, gemischt und in 2 Falcon™
Rohrchen a 500 pl geteilt. Die Proben wurden 15 Minuten bei 37° C und 5 % CO»-
Gehalt im Dunkeln inkubiert und anschlieRend bei Raumtemperatur 3 Minuten mit
900 Umdrehungen/Minute zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde zweimal
mit 500 pl Dulbecco's PBS gewaschen, abzentrifugiert und in 400 pl DPBS
resuspendiert und durchflusszytometrisch bestimmt. Einer der zwei Proben wurde 60
Sekunden vor der FACS-Messung 16 pl FCCP-Lésung (4 uM) zugesetzt, diese

diente als Positivkontrolle.
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Auswertung

Die  Ereignisse  kénnen mit CELLQuest™ in  Histogrammen oder
Punktwolkendiagrammen (,Dot Plots®) dargestellt werden. In einem Histogramm wird
auf der x—Achse die Lichtintensitat der Fluoreszenz gegen die Anzahl der Zellen auf
der y—Achse aufgetragen. In einem Punktwolkendiagramm erscheint jede Zelle als
Punkt. Man kann beliebige Parameter in einem zweidimensionalen x/y Diagramm
darstellen. Unterschiedliche Zellpopulationen kdnnen in Abhéngigkeit von Grole
(FSC) und Granularitat (SSC) erkannt und durch markieren (,gaten®) gesondert
ausgewertet werden (Abbildung 7). Fur die Auswertung der JC-1 Farbung wurde in
dieser Arbeit nur die Population der Lymphozyten der peripheren mononukle&ren
Zellen betrachtet. Es wurden die Ereignisse aus Fluoreszenzkanal 1 (FL1, grine
Fluoreszenz der JC-1 Monomere) auf der x-Achse gegen die aus FL2 (rote
Fluoreszenz der J-Aggregate) auf der y-Achse aufgetragen. Gemessen wurde die
Probe jeweils mit und ohne Zusatz des Protonophors FCCP (Abbildung 8).

S5C-H
200 400 G600 200 1000
| Y

o

0 0 400 600 8O0 1000
FaCH

Abbildung 7: Punktwolkendiagramm der peripheren mononukledren Blutzellen (PBMC),
Auftragung nach Grol3e (gemessen im Vorwartsstreulicht (FSC)) und Granularitat (gemessen
im Seitwartsstreulicht (SSC)),Gate liegt auf der Lymphozytenpopulation.
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Abbildung 8: Punktwolkendiagramme der Lymphozyten vor (links) und nach (rechts)
Depolarisierung durch FCCP-Zugabe, Shift der Ereignisse in Fluoreszenzkanal 1 (FL1)
nach rechts (JC-1 Monomere?) und in FL2 nach unten (J-Aggregate|).

2.3.3.2 Apoptosemessung mit Hilfe der Annexin V-FITC/ Propidiumiodid
Doppelfarbung

Die Apoptose einer Zelle ist in ihrer Friuhphase u. a. durch Verlust der Asymmetrie
ihrer Plasmamembran gekennzeichnet. Dadurch kann das Phospholipid
Phosphatidylserin (PS), das physiologischerweise auf der Innenseite der Membran
lokalisiert ist, auf die Aulenseite der Membran umklappen und sich somit der
extrazellularen Umgebung présentieren. Annexin V, ein phospholipidbindendes
Protein mit Ca®*-abhangiger, sehr hoher Affinitat zu PS, das mit Fluorescein-5-
isothiocyanat (FITC) markiert ist, bindet an PS (Abbildung 9) (Koopman, G. et al.
1994), (Sarkar, S. et al. 2003).
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Abbildung 9: Prinzip der Annexin Farbung. Verandert nach (BDBiosciences 2002)
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Die Emission des Fluorochroms FITC, mit einer Wellenlange von ~520 nm, wird in
Fluoreszenzkanal 1 detektiert. Der Nachweis des PS mit Annexin V-FITC ist auch bei
nekrotischen Zellen positiv. Um diese von den apoptotischen Zellen abzugrenzen,
erfolgt eine Doppelfarboung mit Propidiumiodid (PI). Pl interkaliert zwischen
Basenpaaren doppelstrangiger Nukleinsauren. So kann es als Marker fur nekrotische
Zellen, die ihre Membranintegritat verloren haben, genutzt werden. Die Emission von
Pl wird bei einer Wellenlange von ~560 nm in FL2 detektiert. Fur die FACS-Analyse
wird im FSC/SSC die Lymphozyten-Population der PBMC gegatet (Abbildung 10).
Tragt man die Annexin V-FITC-positiven Ereignisse auf der x-Achse und die PI-
positiven Ereignissen auf der y-Achse auf, erkennt man fur diese Zellen im FL1/FL2
Dot Plot drei unterschiedliche Populationen: erstens eine vitale Population, zweitens
eine apoptotische Population und drittens eine nekrotische Population (Tabelle 2,
Abbildung 11).

Tabelle 2: Zellpopulationen nach Annexin V-FITC/ Pl Doppelfarbung im FL1/FL2 Dot Plot

Annexin V-FITC (FL1) Pl (FL2)

vitale Zellen negativ negativ
apoptotische Zellen positiv negativ
nekrotische Zellen positiv positiv
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Abbildung 10: Punktwolkendiagramm der peripheren mononukledren Blutzellen
(PBMC), Auftragung nach GroRe (gemessen im Vorwartsstreulicht (FSC)) und
Granularitat (gemessen im Seitwartsstreulicht (SSC)), Region liegt auf PBMC, Gate auf
Lymphozyten.
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Abbildung 11: Punktwolkendiagramm der Lymphozyten, Auftragung der Ereignisse aus
Fluoreszenzkanal 1 (FL1) gegen die Ereignisse aus FL2.
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Durchfuhrung

Die Messung erfolgte als Doppelbestimmung bei 28 (60 %) Patienten der Gruppe 1
und bei allen Probanden der Gruppe 2. Da diese Methode zu einem spéateren
Zeitpunkt als die Messung des mitochondrialen Membranpotentials etabliert wurde,
standen nicht mehr alle Patienten der Gruppe 1 zur Verfigung. Das, wie in
Abschnitt 2.3.1 beschrieben, gewonnene PBMC-Isolat wurde mit Annexin
Bindungspuffer (1x) zu einer Konzentration von 10° Zellen/ml resuspendiert. Die
Bestimmung der Konzentration erfolgte mit dem Casy® 1 TT Zellzéhler. 100 ul dieser
Suspension wurden mit 5 pl Annexin V-FITC versetzt, gemischt und 10 Minuten im
Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurden 5 ul PI-Losung zugesetzt,
gemischt und weitere 5 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Zugabe von 400 pul Annexin Bindungspuffer (1x) wurden die Proben

durchflusszytometrisch bestimmt.

Auswertung

Mit Hilfe von CELLQuest™ wurden alle Ereignisse in einem FL1/FL2
Punktwolkendiagramm aufgetragen und ausgezahlt. Der Anteil der Ereignisse, der
apoptotischen Zellen darstellt, Annexin V-FITC positiv (FL1+) und PI negativ (FL2-),

wurde prozentual zur Gesamtanzahl der Ereignisse angegeben.

2.3.3.3 Bestimmung der Absolutzahl CD4" T-Lymphozyten

Mittels dem FACS MultiSet™ Systems und den TriTest' -Reagenzien kénnen in
einer Blutprobe die Anteile der T-Helferzellen und CD8" T-Zellen detektiert und
quantifiziert werden. Es werden jeweils 2 Proben vermessen, Probe 1 mit Zugabe
des TriTest'M-Reagenz CD3-FITC, CD4-PE, CD45-PerCP (AK 1), Probe 2 mit
Zugabe des TriTest'"-Reagenz CD3-FITC, CD8-PE, CD45-PerCP (AK 2). Jeder der
Antikorper ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt (CD3-FITC, CD4-PE, CD8-
PE) und bindet spezifisch an ein exprimiertes Oberflachenantigen. Humane
Lymphozyten  konnen aufgrund ihrer  Oberflachenantigen-Expression in
unterschiedliche Populationen unterschieden werden. CD45 erkennt ein allgemeines
Oberflachenantigen der Leukozyten. Durch Markierung des CD45 Antikorpers (AK)
mit dem Fluorochrom Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP) kann man im CDA45-
PerCP/SSC Punktwolkendiagramm die Leukozytenpopulation der Probe erkennen

und auf sie gaten, so dass im weiteren Verlauf nur noch diese Zellen analysiert
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werden. CD3-FITC identifiziert die Gruppe der T-Lymphozyten, CD4-Phycoerythrin
(PE) spezifiziert die der T-Helferzellen und CD8-PE die CD8" T-Zellen. Die Emission
der Fluorochrome wird in den drei unterschiedlichen Fluoreszenzkanélen (FITC: FL1,
A~520 nm; PE: FL2, A~580 nm; PerCP: FL3, A~670 nm) gemessen. In Probe 1
kobnnen somit die prozentualen Anteile der Leukozyten, T-Lymphozyten und T-
Helferzellen, in Probe 2 der Anteil der Leukozyten, T-Lymphozyten und CD8" T-
Zellen quantifiziert werden. Mit den Angaben der Absolutzahl der Leukozyten aus
dem Blutbild und des prozentualen Anteils der Lymphozyten aus dem differenzierten
Blutbild, kann MultiSet™ so die Absolutzahlen der T-Helferzellen und CD8* T-Zellen
und deren Verhaltnis zueinander angeben (Mandy, F.F. et al. 2003), (Nicholson,
J.K.A. et al. 1993).

Durchfuhrung

Fur die HIV-infizierten, therapienaiven Patienten (Gruppe 1) erfolgte diese
Bestimmung routinemafig im Labor der Infektionsabteilung der Medizinischen
Poliklinik der LMU. Fur die Kontrollgruppe (Gruppe 2, HIV-negative Probanden)
erfolgte die Analyse der Absolutzahl der CD4" T-Lymphozyten im Rahmen dieser
Doktorarbeit. Den Probanden wurde peripher vendses Blut in eine Kalium-EDTA-S-
Monovette entnommen. Es wurden zwei Ansatze parallel bearbeitet. Jeweils 50 pl
des antikoagulierten Blutes wurden in ein Falcon™ Réhrchen pipettiert. Probe 1
wurde mit 7 pl TriTest™ -Reagenz (CD3-FITC, CD4-PE, CD45-PerCP) (AK 1) und
Probe 2 mit 7 pl TriTest™-Reagenz (CD3-FITC, CD8-PE, CD45-PerCP) (AK 2)
versetzt, gut gemischt und 15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach der Farbung der Leukozyten wurden die in der Probe enthaltenen Erythrozyten
durch Zusatz von 500 pl FACSLyse Lésung™ (1x) lysiert. Dafiir wurden die Proben
weitere 15 Minuten unter Lichtschutz gelagert. Der Uberstand wurde bei 1200
Umdrehungen/Minute abzentrifugiert, das Zellpellet einmal mit 2 ml DPBS

gewaschen, wieder abzentrifugiert und durchflusszytometrisch bestimmit.

Auswertung

Die Software MultiSet™ gab nach Eingabe der absoluten Leukozytenzahl und des
prozentualen Lymphozytenanteils der einzelnen Proben die Absolutzahlen der
CD3'CD4" T-Lymphozyten (T-Helferzellen) und der CD3*CD8" T-Lymphozyten (und

deren Verhaltnis zueinander (CD4"/ CD8" Ratio) an.
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2.3.4 Statistische Methoden

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software SPSS® Version 15.0 (SPSS
GmbH). Fur die deskriptive statistische Analyse der Daten wurden das arithmetische
Mittel, der Median, das Minimum und Maximum, das 95 % Konfidenzintervall und als
Streumald die Standardabweichung angegeben. Fur den Vergleich zweier Gruppen
untereinander wurde der Mann-Whitney-U-Test unter zweiseitiger Fragestellung
verwendet. Um mehr als zwei Gruppen untereinander zu vergleichen, wurde der
Rangsummentest nach Kruskal und Wallis durchgefiihrt. Die nichtparametrischen
Rangsummentests Mann-Whitney-U und Kruskal-Wallis-H wurden zur statistischen
Analyse verwendet, um der unterschiedlichen Gro3e der Gruppen und der Tatsache,
dass die Grundgesamtheiten nicht aller Variablen normalverteilt waren, Rechnung zu
tragen. Die nichtparametrische Korrelationsanalyse wurde nach Spearman mit
zweiseitiger Fragestellung durchgefuhrt und ermittelte den Korrelationskoeffizienten r
und die Signifikanz p. Zur Gegenuberstellung von Haufigkeiten wurde der Chi-
Quadrat Test angewendet. Als statistisch signifikant wurden alle Unterschiede mit
einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p-Wert) kleiner 0,05 akzeptiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Demographische Charakteristika und klinische Parameter der

teilnehmenden Probanden

Demographische Charakteristika

An der Untersuchung nahmen insgesamt 76 Personen in zwei Gruppen teil. Gruppe
1 bestand aus 47 HIV-infizierten, bisher unbehandelten Patienten. 29 HIV-negative
Kontrollpersonen stellten die Gruppe 2. Die Geschlechterverteilung unterschied sich
mit 40 (85 %) Mannern und 7 (15 %) Frauen in Gruppe 1 von der Gruppe 2 mit einer
Verteilung von 20 (69 %) Mannern zu 9 (31 %) Frauen. Das mediane Alter war mit 41

Jahren in Gruppe 1 und 38 Jahren in Gruppe 2 vergleichbar.

Mitochondriales Membranpotential

Das mediane mitochondriale Membranpotential lag bei den HIV-infizierten Patienten
mit 662 % signifikant niedriger als bei der Kontrollgruppe mit 832 % (p<0,001)
(Abbildung 12).

Apoptoserate

Die Apoptoserate wurde in der Gruppe 1 fur 28 (60 %) der 47 Patienten bestimmt
(vgl. Abschnitt 2.3.3.2). Die Mediane der Apoptoserate unterschieden sich signifikant
mit 10,6 % in Gruppe 1 zu 6,8 % in Gruppe 2 (p=0,001) (Abbildung 13).
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Abbildung 12: Vergleich des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) zwischen der
Gruppe der HIV-infizierten, bisher untherapierten Patienten (HIV+, HAART-naiv) (n=47) und
der der gesunden Probanden (HIV-) (n=29). x: Ausreil3er aus dem Interquartilbereich (Qo 75-
Qo.2s); (HAART: Hochaktive antiretrovirale Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit)

p=0,001 ——
16,00- 1
S
*E 12,00
@
S 1
2 8,00-
o
o
X
4,00-
HIV+, HAART-naiv HIV-
Gruppe

Abbildung 13: Vergleich der Apoptoserate zwischen der Gruppe der HIV-infizierten, bisher
untherapierten Patienten (HIV+, HAART-naiv) (n=28) und der der gesunden Probanden
(HIV-) (n=29). (HAART: Hochaktive antiretrovirale Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit)
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Trypanblaufarbung

Die Trypanblaufarbung wurde eingesetzt, um die isolierten peripheren
mononukledren Blutzellen (PBMC) auf Viabilitat zu prifen. Proben mit einem
geringeren Lebendanteil an Zellen als 90 % waren aus der Untersuchung

ausgeschlossen worden. Dies war weder bei Gruppe 1 noch bei Gruppe 2 der Fall.

Immunstatus, HI-Viruslast und Infektionsdauer

Der Anteil CD4" T-Lymphozyten am Tag der Untersuchung lag im Median bei den
HIV-infizierten Patienten mit 426 Zellen/ul signifikant unter dem der Kontrollgruppe
mit 812 Zellen/ul (p<0,001) (Abbildung 14). Der niedrigste gemessene CD4"-Wert
(CD4" Nadir) lag bei der Gruppe der HIV-positiven Patienten im Median bei
368 Zellen/pl. Dieser Wert war fir die Kontrollgruppe nicht ermittelbar, da nur eine
Messung der CD4" Zellzahl am Tag der Untersuchung stattfand. Das mediane
Verhaltnis der CD4"- zu CD8" T-Lymphozyten (CD4"/ CD8" ratio) war bei den HIV-
positiven Patienten mit 0,37 signifikant niedriger als 1,85 in der Kontrollgruppe
(p<0,001). FOr Gruppe 1 wurden zusatzlich HI-Viruslast und Infektionsdauer
bestimmt. Die mediane HI-Viruslast betrug 21697 Kopien/ul, der dekadische
Logarithmus der Viruslast (Lg (VL)) war im Median 4,336. Der Median der
Infektionsdauer lag bei 28 Monaten. Damit wurde die Zeitspanne zwischen dem
ersten positiven HIV-Test und dem Tag der Messung, nicht die tatsachliche Dauer

der Infektion seit dem Tag der Ansteckung beschrieben.
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Abbildung 14: Vergleich der CD4+ Zellzahl zwischen der Gruppe der HIV-infizierten, bisher
untherapierten Patienten (HIV+, HAART-naiv) (n=47) und der der gesunden Probanden
(HIV-) (n=29). x: Ausreil3er aus dem Interquartilbereich (Q0,75-Q0,25); (HAART: Hochaktive
antiretrovirale Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit)

Blutbild, Differentialblutbild

Die beiden Gruppen unterscheiden sich im Hinblick auf die zellularen Blutbestand-
teile nur in der Leukozyten- und in der Lymphozytenzahl. In der Gruppe 1 lag der
Median der Leukozytenzahl mit 55 x 10° Zellen/I signifikant unter dem der
Kontrollgruppe mit 6,1 x 10 ° Zellen/l (p=0,008), der mediane Anteil der Lymphozyten
an den Leukozyten war in der Kontrollgruppe mit 35 % signifikant niedriger als der
der Gruppe 1 mit 38,5 % (p=0,012).

Blutzucker, Harnstoff, Proteine, Laktatwert

Die Blutwerte zeigten nur beim Medianvergleich des C-reaktiven Proteins einen
signifikanten Unterschied. Dort lag die HIV-positive Gruppe mit 0,24 mg/dl signifikant
Uber der Kontrollgruppe mit 0,10 mg/dl (p=0,028). Die Werte beider Gruppen lagen
allerdings im Normbereich (<0,6 mg/dl).
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Blutfette

Von allen Probanden wurden die Blutfette (Cholesterin, Triglyzeride, Low-Density-
Lipoprotein, High-Density-Lipoprotein (HDL)) gemessen und die unterschiedlichen
Gruppen anhand der Mediane verglichen. Der mediane Wert des HDL lag bei der
HIV-positiven Gruppe mit 35 mg/dl signifikant unter dem der HIV-negativen Gruppe
mit 58 mg/dl (p<0,001). Der HDL-Wert der Gruppe 1 unterschritt den Grenzwert von
40 mg/dl. Die anderen Blutfettwerte zeigten keine signifikanten Unterschiede in den

beiden Vergleichsgruppen.

Leberenzyme und Laktatdehydrogenase

Bei den gemessenen Enzymen (Aspartataminotransferase (AST), Alanin-
aminotransferase (ALT), y-Glutamyltransferase (GGT), alkalische Phosphatase (AP),
Laktatdehydrogenase (LDH)) zeigten sich im Gruppenvergleich signifikante
Unterschiede nur bei den Medianvergleichen der ALT-Werte (p=0,035) und LDH-
Werte (p=0,001). Allerdings lagen alle Werte im Normbereich (ALT<50 U/,
LDH<245 U/l). Der ALT-Median von Gruppe 1 lag bei 26,0 U/Il, der von Gruppe 2 bei
21,0 U/l. Gruppe 1 zeigte einen LDH-Median von 174 U/l, Gruppe 2 von 143 U/l auf.

Elektrolyte

Die Messung der Blutelektrolyte (Ca®*, CI', K*, Na*) und der Vergleich der Mediane
zeigte, dass sich die beiden Gruppen signifikant im Ca?*- (p=0,020), CI'- (p=0,005)
und K*- (p=0,041) Wert unterscheiden, beim Vergleich des Na'-Wertes zeigte sich
kein Unterschied. Doch alle Werte bewegen sich in der Norm (Ca*": 2,0-2,8 mmol/l,
ClI: 95-107 mmol/l, K": 3,5-5 mmol/l). Der Median des Kaliumwertes der
Kontrollgruppe liegt bei 3,90 mmol/l, der der Gruppe 1 bei 4,00 mmol/l. Der Median
des Chloridwertes liegt bei der Gruppe 2 bei 103 mmol/l, bei Gruppe 1 bei 106
mmol/l. Der Kalziumwert liegt bei der Gruppe der HIV-positiven Patienten im Median

mit 2,35 mmol/l Gber dem der HIV-negativen Probanden mit 2,24 mmol/l.

Hepatitisstatus

In der Kontrollgruppe wurde weder eine Hepatitis B (HBV)- noch eine Hepatitis C
(HCV)- Infektion diagnostiziert. In Gruppe 1 der HIV-positiven Probanden wurden 2
positive Hepatitis B- und 5 positive Hepatitis C-Serologien gefunden und als
bestehende Infektionen bestatigt. Die HAaufigkeitsverteilungen beider Infektionen

unterschieden sich signifikant von denen der Kontrollgruppe (p-Werte=0,001).
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Wichtige demographische Charakteristika und klinische Parameter beider Gruppen
sind in der folgenden Tabelle 3 aufgefihrt. Dort sind Mittelwert und Median als
Lagemald angegeben, als Streuungsmal3e die Standardabweichung und die
Spannweite mit Minimum und Maximum und das 95 %-Konfidenzintervall, das den

Unsicherheitsbereich des errechneten Mittelwertes anzeigt.

Tabelle 3: Gegenuberstellung der demographischen Charakteristika und klinischen

Parameter der untersuchten Gruppen

HIV-positiv, .
HAART-naiv AlV-negative ) et
= 0,

n=47 (62 %) TS (218 )
Geschlecht (Anzahl) 0,001(s) @
Weiblich 7 (15 %) 9 (31 %)
Mannlich 40 (85 %) 20 (69 %)
Alter (Jahre) 0,054 (ns) °
Mittelwert 41,5 39,2
Standardabweichung 12,1 12,7
95 % Konfidenzintervall 34,2-48,8 33,9-44,4
Median 41,0 38,0
Min—Max 21-62 21-67
Mitochondriales Membranpotential (%) <0,001 (s) b
Mittelwert 684,3 827,9
Standardabweichung 172,1 183,6
95 % Konfidenzintervall 580,3-788,3 752,2-903,8
Median 662,0 832,0
Min—Max 432-1140 575-1192
Apoptoserate (%) (=28 (49 %)) (=29 (51 %)) |0,001 (s) "
Mittelwert 11,7 8,32
Standardabweichung 2,7 4,25
95 % Konfidenzintervall 10,1-13,4 6,90-10,41
Median 10,6 6,8
Min—Max 8,3-16,8 2,0-18,8
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HIV-positiv, .
HAART-naiv :'l\éé”é?saf,'/") p-Wert
n=47 (62 %) - .
CD4* (Zellen/pl) <0,001 (s)®
Mittelwert 523 836
Standardabweichung 175,4 300,8
95 % Konfidenzintervall 417-629 712-960
Median 426 812
Min—Max 346-910 100-1088
CD4" Nadir (Zellen/ul)
Mittelwert 392 n.z
Standardabweichung 158,7 n.z
95 % Konfidenzintervall 296-487 n.z
Median 368 n.z
Min—Max 178-654 n.z
CD4"/ CD8" Ratio <0,001 (s) °
Mittelwert 0,41 1,99
Standardabweichung 0,19 1,11
95 % Konfidenzintervall 0,30-0,53 1,54-2,45
Median 0,37 1,85
Min—Max 0,21-0,89 0,20-6,16
Infektionsdauer (Monate)
Mittelwert 42 n.z
Standardabweichung 61 n.z
95 % Konfidenzintervall 5-79 n.z
Median 28 n.z
Min—Max 1-231 n.z
HI-Viruslast (VL)(Kopien/ml)
Mittelwert 67.523 n.z
Standardabweichung 113.664 n.z
95 % Konfidenzintervall 34.150-100.896 n.z
Median 21.697 n.z
Min-Max 117-500.000 n.z
Lg (VL)
Mittelwert 4,255 n.z
Standardabweichung 0,880 n.z
95 % Konfidenzintervall 3,997-4,514 n.z
Median 4,336 n.z
Min—Max 2,07-5,70 n.z
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HIV-positiv, .
HAART-naiv :'l\éé”é?saf,'/") p-Wert
n=47 (62 %) - .
Leukozyten (x10° Zellen/l) <0,001 (s) °
Mittelwert 5,6 6,7
Standardabweichung 1,48 1,54
95 % Konfidenzintervall 5,08-6,11 7,45-9,57
Median 55 6,1
Min—Max 2,7-9,7 4,9-10,3
Lymphozyten (%) 0,012 (s)®
Mittelwert 40,6 34,0
Standardabweichung 10,15 11,06
95 % Konfidenzintervall 37,07-44,01 28,62-39,2
Median 38,5 35,0
Min—Max 20-59 12-54
CRP (mg/dl) 0,028 (s)"
Mittelwert 0,492 0,642
Standardabweichung 1,111 1,455
95 % Konfidenzintervall 0,078-0,907 0,059-1,343
Median 0,240 0,100
Min/Max 0,05-6,20 0,01-4,88
HDL (mg/dl) <0,001 (s)”
Mittelwert 36,7 60,9
Standardabweichung 12,96 16,10
95 % Konfidenzintervall 31,8-41,5 53,0-68,6
Median 35,0 58,0
Min—Max 14-71 32-98
ALT (U/) 0,035 (s)”
Mittelwert 47,7 25,7
Standardabweichung 47,22 16,65
95 % Konfidenzintervall 30,0-65,3 17,7-33,7
Median 26,0 21,0
Min — Max 5-239 8-65
LDH (U/) 0,001 (s)®
Mittelwert 183,9 146,2
Standardabweichung 48,67 32,23
95 % Konfidenzintervall 165,7-202 130,1-161,7
Median 174 143
Min — Max 118-314 80-208

Seite 38



Ergebnisse

HIV-positiv, .
HAART-naiv :'l\éé”é?saf,'/") p-Wert
n=47 (62 %) - .
ca® (mmol/l) 0,020 (s)°
Mittelwert 2,33 2,22
Standardabweichung 0,158 0,173
95 % Konfidenzintervall 2,281-2,382 2,133-2,312
Median 2,35 2,24
Min—Max 2,00-2,61 2,0-2,49
Cl"(mmol/) 0,005 (s)"
Mittelwert 106,2 103,95
Standardabweichung 3,658 5,064
95 % Konfidenzintervall 105,01-107,34 101,7-106,3
Median 106,0 103
Min—Max 98-117 98-112
K" (mmol/l) 0,041 (s)”
Mittelwert 4,03 3,86
Standardabweichung 0,327 0,237
95 % Konfidenzintervall 3,931-4,127 3,758-3,963
Median 4,0 3,90
Min—Max 3,3-5,0 35-4.4
Hepatitisserologie (Anzahl)
HBV 2 (4 %) 0 (0 %) 0,001 (s) ®
HCV 5 (11 %) 0 (0 %) 0,001 (s) ®

a Chi-Quadrat Test

b Medianvergleich mittels Mann-Whitney-U-Test

ns: nicht signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
n. z.: nicht zutreffend
s: signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen

3.2 Mitochondriales Membranpotential und Apoptoserate

Die graphische Darstellung der Apoptoserate gegen das mitochondriale
Membranpotential zeigte eine signifikante, negative Korrelation zwischen diesen
beiden Parametern sowohl bei der Gruppe der HIV-infizierten Patienten (Abbildung
15) als auch bei der Kontrollgruppe (Abbildung 16). Bei den Korrelationsanalysen
nach Spearman ergab sich fur Gruppe 1 eine hohe, signifikante, negative Korrelation
(p<0,001) mit einem Korrelationskoeffizient (r) von -0,736. Auch in Kontrollgruppe 2

korrelierten diese beiden Parameter signifikant (r=-0,635, p<0,001).
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HIV-positiv, HAART -naiv
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Abbildung 15: Korrelation zwischen dem mitochondrialen Membranpotential (MMP) und
Apoptoserate in der Gruppe der HIV-infizierten, bisher untherapierten Patienten (n=28).

(HAART: Hochaktive antiretrovirale Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit);
(r: Korrelationskoeffizient)

HIV-negativ
x r=-0635
p < 0.001
16,00 x
g ®
[
£ 12,001
. H
W
S
5 8,001
o
=~ o
4,00+
» b 4
600 800 1000 1200
MMP (%)

Abbildung 16: Korrelation zwischen dem mitochondrialen Membranpotential (MMP) und

Apoptoserate in der Gruppe der gesunden Probanden (n=29). (p: Irrtumswahrscheinlichkeit);
(r: Korrelationskoeffizient)
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3.3 Immunstatus und Mitochondrienfunktion

Gruppe 1: HIV-infizierte, therapienaive Probanden

In der Gruppe der HIV-positiven Patienten konnten signifikante Korrelationen
zwischen dem jeweils niedrigsten gemessenen CD4" Wert (CD4" Nadir) (r=0,523,
p<0,001) (Abbildung 17) bzw. der CD4"-Zellzahl am Tag der Untersuchung (CD4")
(r=0,389, p<0,001) und dem mitochondrialen Membranpotential (Abbildung 18)
gezeigt werden. Die Korrelationen zwischen dem mitochondrialen Membranpotential
und dem Verhdltnis der CD4"-Zellzahl zur CD8"-Zellzahl (CD4"/ CD8" Ratio) fiel
schwacher, aber auch signifikant aus (r=0,327, p=0,025).

HIV-positiv, HAART -naiv

1200- r=0,523
x p < 0,001

200 400 600 800
CD4+ Nadir (Zellen { )

Abbildung 17: Korrelation zwischen dem CD4" Nadir-Wert und dem mitochondrialen
Membranpotential (MMP) in der Gruppe der HIV-infizierten, bisher untherapierten Patienten
(n=47). (HAART: Hochaktive antiretrovirale Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit);

(r: Korrelationskoeffizient)
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HIV-positiv, HAART-naiv
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Abbildung 18: Korrelation zwischen dem CD4*-Wert am Tag der Untersuchung und dem
mitochondrialen Membranpotential (MMP) in der Gruppe der HIV-infizierten, bisher
untherapierten Patienten (n=47). (HAART: Hochaktive antiretrovirale Therapie);

(p: Irrtumswahrscheinlichkeit); (r: Korrelationskoeffizient)

Es bestand eine signifikante, negative Korrelation zwischen dem CD4" Nadir-Wert
und der Apoptoserate (r=-0,397, p=0,037) (Abbildung 19) bzw. dem aktuellen CD4"-
Wert (Zellen/ul) und der Apoptoserate (r= 0,419, p=0,027) (Abbildung 20) in der
Gruppe 1. Zwischen der Apoptoserate und dem CD4'/ CD8" Ratio konnte eine

geringe, signifikante Korrelation gezeigt werden (r=0,203, p=0,3).
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Abbildung 19: Korrelation zwischen dem CD4" Nadir-Wert und der Apoptoserate in der
Gruppe der HIV-infizierten, bisher untherapierten Patienten (n=28). (HAART: Hochaktive
antiretrovirale Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit); (r: Korrelationskoeffizient)

HIV-positiv, HAART -naiv

r=-0,419
« p = 0,027
16,00+
g
£ 12,00
)
1]
=
g- 8,001
=1
el
4,00+
250 500 750 1000
CD4+ (Zellen { Jl)
Abbildung 20: Korrelation zwischen dem CD4"-Wert am Tag der Untersuchung und der
Apoptoserate

in der Gruppe der HIV-infizierten, bisher untherapierten Patienten (n=28).

(HAART: Hochaktive  antiretrovirale  Therapie);  (p: Irrtumswahrscheinlichkeit);
(r: Korrelationskoeffizient)
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Unterteilt man die Gruppe der HIV-infizierten Patienten, gestaffelt nach CD4" Nadir-
Werten in drei neue Untergruppen, ergeben sich neue Mediane. Fiur Gruppe A, mit
CD4" Nadir-Werten <200 Zellen/pl liegt der Median des mitochondrialen
Membranpotentials bei 564% (n=5), der der Apoptoserate ist statistisch nicht
errechenbar, da diese Gruppe nur aus einem Probanden besteht. Gruppe B hat
CD4" Nadir-Werte von 200-500 Zellen pl. Hier findet sich der MMP-Median bei 661
% (n=35), der Median der Apoptoserate bei 10,6 % (n=20). In der Gruppe C, mit
CD4" Nadir-Werten >500 Zellen/ul erhoht sich der Median des MMP auf 758 %
(n=7); der der Apoptoserate verringert sich auf 9,4 % (n=7). Der Anstieg des
Membranpotentials mit Anstieg der CD4"-Zellzahl ist statistisch signifikant (p=0,005,
n=47) (Abbildung 21). Die Unterschiede der Apoptoserate bei unterschiedlichen
CD4"-Zellzahlen sind nicht signifikant (p=0,121, n=27) (Abbildung 22).

HIV-positiv, HAART-naiv
12004 p = 0,005

x

x

=

600 "7

X
x

< 200 200 - 500 > 500
CD4+ Nadir (Zellen { )

Abbildung 21: Vergleich des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) in Bezug auf die
Hohe des CD4+ Nadir-Wertes bei der Gruppe der HIV-infizierten, bisher untherapierten
Patienten.

X: Ausreil3er aus dem Interquartilbereich (Q0,75-Q0,25); (HAART: Hochaktive antiretrovirale
Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit)
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Abbildung 22: Vergleich der Apoptoserate in Bezug auf die Hohe des CD4" Nadir-Wertes bei
der Gruppe der HIV-infizierten, bisher untherapierten Patienten. x: Ausrei3er aus dem
Interquartilbereich  (Q0,75-Q0,25); (HAART: Hochaktive antiretrovirale Therapie); (p:

Irrtumswahrscheinlichkeit)

Gruppe 2: HIV-negative Kontrollgruppe

In der Kontrollgruppe korrelierten das mitochondriale Membranpotential (r=0,293,
p=0,155), bzw. die Apoptoserate (r=0,239, p=0,251) und die gemessene CDA4'-
Zellzahl nicht signifikant. Zwischen dem MMP (r=0,062, p=0,767) bzw. der
Apoptoserate (r=0,007, p=0,972) und dem CD4'/ CD8" Ratio konnte keine
signifikante Korrelation gezeigt werden. Teilt man die Gruppe der HIV-negativen
Probanden in drei Untergruppen, gestaffelt nach CD4"-Zellzahl ein, so ist in Gruppe
A (<200 Zellen/ul) und in Gruppe B (200-500 Zellen/ul) jeweils nur ein Proband, in
Gruppe C (>500 Zellen/ul) sind 25 Probanden. Auswertungen der Unterschiede in
mitochondrialem Membranpotential und Apoptoserate sind aufgrund der

Probandenverteilung statistisch nicht mdglich.

3.4 Viruslast und Mitochondrienfunktion

Fur die Gruppe der HIV-infizierten Probanden (Gruppe 1) wurden das MMP und die
Viruslast (im dekadischen Logarithmus (Ig (VL)) gegenibergestellt. Es zeigte sich

eine geringe, signifikante, negative Korrelation (r=-0,303, p=0,038) (Abbildung 23).
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Die Apoptoserate und die Viruslast korrelierten nicht signifikant miteinander (r=0,330,
p=0,086).

HIV-positiv, HAART -naiv
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Abbildung 23: Korrelation zwischen der HI-Viruslast (im dekadischen Logarithmus dargestelit
(lg (VL)) und dem mitochondrialen Membranpotential (MMP) in der Gruppe der HIV-
infizierten, bisher untherapierten Patienten (n=47). (HAART: Hochaktive antiretrovirale
Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit); (r: Korrelationskoeffizient)

3.5 Infektionsdauer und Mitochondrienfunktion

3.5.1 Patienten mit progredientem Infektionsverlauf

Die Auftragung der Infektionsdauer der HIV-positiven Patienten gegen die
Apoptoserate zeigte keinen signifikanten Zusammenhang (r=-0,280, p=0,148) (n=28)
(Abbildung 24). Betrachtete man die Gruppe der HIV-infizierten mit einer
Infektionsdauer unter 100 Monaten isoliert, liel3 also die Langzeitinfizierten
(Infektionsdauer >100 Monate) aul3en vor, so ergab sich eine signifikante Korrelation
mit r=0,413 und p=0,036 (n=26) (Abbildung 25).
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Abbildung 24: Korrelation zwischen Infektionsdauer und Apoptoserate in der Gruppe der
HIV-infizierten, bisher untherapierten Patienten (n=28). (HAART: Hochaktive antiretrovirale

Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit); (r: Korrelationskoeffizient)
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Abbildung 25: Korrelation zwischen Infektionsdauer und Apoptoserate bei kiirzer als 100

Monate HIV-infizierten, bisher untherapierten Patienten (n=26).
(p: Irrtumswahrscheinlichkeit); (r: Korrelationskoeffizient)

Das mitochondriale Membranpotential zeigte in der Gruppe der HIV-positiven

Probanden auch keinen signifikanten Zusammenhang mit der Dauer der Infektion
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(r=0,108, p=0,471) (n=47) (Abbildung 26). Doch man erkannte, wie bei der
Betrachtung der Apoptoserate, eine signifikante, negative Korrelation, wenn man die

Probanden mit einer Infektionsdauer unter 100 Monaten isoliert betrachtete (r=-
0,450, p=0,010) (n=43) (Abbildung 27).
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Abbildung 26: Korrelation zwischen Infektionsdauer und mitochondrialem Membranpotential

(MMP)
(HAART:

(r: Korrelationskoeffizient)

in der

Gruppe der

HIV-infizierten,

bisher

untherapierten Patienten (n=47).

Hochaktive

antiretrovirale

Therapie);
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Abbildung 27: Korrelation zwischen Infektionsdauer und mitochondrialem Membranpotential
(MMP) bei kirzer als 100 Monate HIV-infizierten, bisher untherapierten Patienten (n=43).
(p: Irrtumswahrscheinlichkeit); (r: Korrelationskoeffizient)

3.5.2 Long term non progressors

Der Vergleich verschiedener Parameter zwischen der Gruppe der LTNP
(Infektionsdauer >100 Monate, n=4) und der Gruppe der Patienten, die kirzer als
100 Monate HIV-infiziert (n=43) waren, zeigte einen signifikanten Unterschied des
Medians der HI-Viruslast (im dekadischen Logarithmus dargestellt (Lg (VL)). Der
Median der Gruppe der kurzer als 100 Monate HIV-infizierten Patienten lag mit
einem Lg (VL) von 4,375 signifikant Uber dem der Gruppe der langer als 100
Monaten HIV-infizierten Patienten mit einem Lg (VL) von 2,410 (p<0,001) (Abbildung
28).
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Abbildung 28: Vergleich der logarithmisch dargestellten HIV-Last (Ig (VL)) bei HIV-infizierten,
bisher untherapierten Patienten mit einer Infektionsdauer kurzer, bzw. langer als 100
Monate;

o: Ausreier aus dem Interquartilbereich (Qo75-Qo25); (HAART: Hochaktive antiretrovirale
Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit)

Bei den Medianvergleichen von aktueller CD4"-Zellzahl (p=0,894) bzw. dem CD4"
Nadir-Wert (p=0,879) und der Infektionsdauer von weniger bzw. mehr als 100
Monaten konnte kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Das mediane
mitochondriale Membranpotential dieser beiden Teilgruppen unterschied sich
ebenfalls nicht signifikant (p=0,567). Bei der Gruppe der seit mehr als 100 Monate
HIV-infizierten Patienten konnte keine signifikante Korrelation zwischen der
Infektionsdauer und dem MMP gezeigt werden (p=0,684, r=0,316). Auswertungen flr
die Apoptoserate waren aufgrund der geringen Fallzahl (n=2) statistisch nicht
moglich.

3.6 Geschlecht und Mitochondrienfunktion

Verglich man die Mediane der Mitochondrienfunktionen der beiden Gruppen fir
Frauen und Manner getrennt, so sah man, dass diese sich meist signifikant
unterschieden. Bei den Frauen erkannte man einen signifikanten Unterschied des
mitochondrialen Membranpotentials (p=0,030, (HIV+)=676 %, n(HIV+)=7, (HIV-)=826
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%, n(HIV-)=9) (Abbildung 29), jedoch keinen beim Vergleich der Apoptoserate
(p=0,053, (HIV+)=9,8 %, n(HIV+)=5, (HIV-)=6,9 %, n(HIV-)=9).
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Abbildung 29: Vergleich des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) zwischen den
Frauen der Gruppe der HIV-infizierten, bisher untherapierten Patienten und denen der
Gruppe der gesunden Probanden, x: Ausreiler aus dem Interquartilbereich (Qo 75-Qo.25);
(HAART: Hochaktive antiretrovirale Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit)

Bei den Mannern sah man sowohl signifikante Unterschiede beim Vergleich des
MMP beider Gruppen (HIV-positiv und HIV-negativ) (p=0,003, (HIV+)=664 %,
n(HIV+)=40, (HIV-)=796 %, n(HIV-)=20) (Abbildung 30), als auch beim Vergleich der
Apoptoserate (p=0,011, (HIV+)=10,4 %, n(HIV+)=23, (HIV-)=7,5%, n(HIV-)=20)
(Abbildung 31).
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Abbildung 30: Vergleich des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) zwischen den
Méannern der Gruppe der HIV-infizierten, bisher untherapierten Patienten und denen der
Gruppe der gesunden Probanden, x: Ausreiler aus dem Interquartilbereich (Qq 75-Qo 2s);
(HAART: Hochaktive antiretrovirale Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit)
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Abbildung 31: Vergleich der Apoptoserate zwischen den Méannern der Gruppe der HIV-
infizierten, bisher untherapierten Patienten und denen der Gruppe der gesunden Probanden,

x: Ausreil3er aus dem Interquartilbereich (Qo75-Qo25); (HAART: Hochaktive antiretrovirale
Therapie); (p: Irrtumswahrscheinlichkeit)
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Vergleicht man die Apoptoserate und das MMP der zwei Geschlechter innerhalb der
einzelnen Gruppen, so findet man in Gruppe 1 keine signifikanten Unterschiede bei
der Betrachtung des MMPs (p=0,354) und der Apoptoserate (p=0,521) zwischen den
Geschlechtern.

In der Kontrollgruppe der nicht HIV-Infizierten konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen den Geschlechtern gezeigt werden, weder bei dem MMP (p=0,635) noch

bei der Apoptoserate (p=0,660).

3.7 Hepatitis und Mitochondrienfunktion

Innerhalb der HIV-infizierten Gruppe waren sieben Probanden mit einer positiven
Hepatitisserologie. Der Vergleich der medianen Werte des mitochondrialen
Membranpotentials und der Apoptoserate ergaben keine signifikanten Unterschiede
zwischen rein HIV-infizierten und Hepatitis-Koinfizierten, weder bei der Betrachtung
aller Hepatitis-Koinfizierten (MMP: p=0,563, Apoptoserate: p=0,190, n=7), noch bei
der isolierten Betrachtung der HCV-Koinfizierten (MMP: p=0,159, Apoptoserate:
p=0,086, n=5). Die HIV-/ HBV koinfizierten Patienten konnten statistisch nicht

untersucht werden, da es sich hierbei nur um zwei Personen handelte.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden die Apoptoserate und das mitochondriale Membranpotential
peripherer mononuklearer Blutzellen HIV-infizierter, bisher nicht antiretroviral
behandelter Patienten und HIV-negativer Probanden gemessen und verglichen. Die
Methoden zur Bestimmung der Apoptoserate (Annexin V-Farbung) und des MMP
(JC-1 Protokoll) sind kostenglnstig, gering invasiv und klinisch relativ einfach
durchzufiihren. Sie konnten zur Friherkennung von Schéadigungen durch HIV-
induzierte Apoptose oder verminderte Mitochondrienfunktion herangezogen werden.
Eine Erweiterung der Messung von HIV-Verlaufsparametern um einen
Apoptosemarker konnte zu einem optimierten Management HIV-bedingter
Komplikationen filhren und zu einer verlasslichen Bewertung individueller
Patientenrisisken beitragen.

Ziel dieser Arbeit war es, einen mdglichen Zusammenhang zwischen der
Apoptoserate und MMP, bzw. den HIV-Verlaufsparametern wie Immunstatus oder

Viruslast darzustellen.

4.1 HIV und Apoptoserate beziehungsweise mitochondriales

Membranpotential

4.1.1 HIV-Infektion und Apoptoserate

Die Messung der Apoptoserate mittels der Annexin V-FITC Farbung zeigte einen
signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe 1 der HIV-infizierten, bisher
untherapierten Patienten (n=28) und der der HIV-negativen Kontrollgruppe 2 (n=29).
Mit 10,6 % apoptotischen, peripheren mononuklearen Blutzellen zeigte die Gruppe 1
eine erhohte Schadigung der PBMC gegenuiber der Gruppe 2 mit 6,8 % (Abbildung
13).

Auch andere Arbeitsgruppen konnten mit derselben Methode eine erhdhte
Apoptoserate bei HIV-infizierten Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden
belegen (Losa, G.A. et al. 2000). Herbeuval et al. (2005) zeigten eine signifikant
erhthte Apoptoserate von CD4" T-Lymphozyten HIV-infizierter Patienten im
Vergleich zu denen HIV-negativer Probanden. Durch Blockierung des TRAIL (tumor
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necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand)-Rezeptors an den CD4" T-Zellen
verminderten sie die Apoptoserate infizierter Zellen.

Mit Hilfe anderer Methoden zur Darstellung apoptotischer Zellen (z.B. dem TUNEL-
Protokoll) werden diese Ergebnisse ebenfalls bestatigt. Abbate et al. (2000)
untersuchten Isolate peripherer mononukledrer Blutzellen nicht HIV-infizierter
Patienten. Diese wurden mit HIV-infizierten T-Helferzellen versetzt. Die Apoptoserate
steigerte sich signifikant Gber die Zeit des Kontaktes der nicht infizierten Zellen zu
den infizierten Zellen. Nicht HIV-versetzte Isolate dienten als Kontrolle. Bei diesen
erhohte sich die Apoptoserate nur unwesentlich.

Herbein et al. (1998) infizierten eine Kultur peripherer Blutlymphozyten mit einem
fluoreszenzmarkierten HIV-Klon und verfolgten die Apoptoserate. Sowohl bei den
infizierten als auch den nicht infizierten Zellen der Kultur stieg die Apoptoserate
signifikant an. Die Arbeitsgruppe schloss daraus, dass HIV sowohl direkt in infizierten
CD4" T-Lymphozyten Apoptose auslost als auch, durch antigenprasentierende
Zellen vermittelt, indirekt in nicht infizierten CD4" T-Zellen.

Die Arbeitsgruppe um Holm (2004) inkubierte nicht infizierte CD4" T-Helferzellen mit
dem HIV-Hullprotein env und konnte eine Erh6hung der Apoptoserate nachweisen.
Das env-Protein wurde verandert, um seine Affinitat zu den Korezeptoren CCR5 oder
CXCR4 zu erh6hen. Je hoher die Affinitat, umso starker fiel die Kapazitat zur
Apoptoseinduktion aus.

Erhohte Apoptoseraten werden bei HIV-positiven Patienten auch in anderen
Zelltypen, wie z.B. CD8" T-Zellen, B-Zellen, Thymozyten oder Neuronen
nachgewiesen. Der zytotoxischen Aktivitat der CD8" T-Lymphozyten wird besonders
in der Phase der akuten HIV-Infektion eine mafRgebende Rolle in der Bekampfung
des HI-Virus zugeschrieben. Bei nicht therapierten HIV-Patienten ist die Absolutzahl
der CD8" T-Lymphozyten erniedrigt. Als Grund fur diese Absenkung konnte bei in
vitro  Versuchen eine erhdhte  Apoptoserate  nachgewiesen  werden.
Apoptoseinduzierend schienen hier Wechselwirkungen zwischen dem HIV-
Hullprotein env und dem CXCRA4-Korezeptor, bzw. zwischen TNFa-exprimierenden
Makrophagen und dem TNF-Rezeptor der CD8" T-Zellen zu sein (Herbein, G. et al.
1998).

HIV infiziert unter anderem das zentrale Nervensystem (ZNS) der Erkrankten. Das
Spektrum der neurologischen oder psychischen Symptome reicht von milden

kognitiven Stérungen bis hin zur HIV-Enzephalopathie. Die Zielzellen von HIV im

Seite 55



Diskussion

ZNS sind im Wesentlichen Makrophagen und Mikrogliazellen. Astrozyten und
Endothelialzellen spielen eine untergeordnete Rolle. Die Arbeitsgruppe um B. Shi
wies bereits 1996 eine erhdhte Apoptoserate von Neuronen als auch von Astrozyten
in HIV-infizierten, primaren Gehirnzellkulturen und in Gehirngewebe von HIV-
Patienten nach.

Ebenfalls fallen Thymozyten in allen Entwicklungsstadien HIV-induzierter Apoptose
zum Opfer. Da der Grofteil dieser Zellen selber nicht infiziert ist, ist eine indirekte

Apoptoseinduktion zu vermuten (Su, L. et al. 1995).

4.1.2 HIV-Verlaufsparameter und Apoptoserate

Der Immunstatus der beiden Untersuchungsgruppen unterschied sich
erwartungsgemaln deutlich. Am Tag der Untersuchung wurde von jedem Patient der
aktuelle Wert der CD4" T-Lymphozyten bestimmt. Der Median in der Gruppe der
HIV-infizierten Patienten lag mit 426 Zellen/ul Vollblut weit unter dem der Gruppe der
nicht Infizierten mit 812 Zellen/ul (Abbildung 14). Das entspricht dem in der Literatur
beschriebenen Normwert von 600-980 Zellen/ul fir gesunde Probanden
(Neumeister, B. et al. 2003).

Ein weiterer wichtiger Parameter fiir den Verlauf der HIV-Infektion ist der CD4" Nadir-
Wert. Er steht fir die bisher niedrigste im Krankheitsverlauf gemessene CD4"
Zellzahl eines Patienten. Gruppe 1 wies einen medianen CD4" Nadir-Wert von 368
Zellen/ul auf (Tabelle 3).

In dieser Arbeit konnte fir die Gruppe der HIV-infizierten, antiretroviral
therapienaiven Patienten sowohl eine signifikante Korrelation der Apoptoserate mit
dem CD4" Nadir-Wert (Abbildung 19) als auch mit der CD4" Zellzahl am Tag der
Untersuchung aufgezeigt werden (Abbildung 20). In beiden Fallen konnte man einen
Zusammenhang zwischen niedriger CD4" Zellzahl und steigender Apoptoserate
erkennen.

Teilte man die HIV-infizierten Patienten in Untergruppen nach dem CD4" Nadir ein,
erkannte man deutlich eine signifikant steigende Apoptoserate mit fallendem CD4"
Nadir-Wert. HIV-Infizierte mit einem CD4" Nadir-Wert tiber 500 Zellen/ul zeigten mit
einer Apoptoserate von 9,4 % eine annahernd normale Regulierung der Apoptose.
Bei CD4" Nadir-Werte zwischen 200 und 500 Zellen/pl lag die mediane Apoptoserate
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bei 10,6 %. Ein Patient wies einen sehr niedrigen CD4" Nadir-Wert kleiner
200 Zellen/pl auf. Mit 13,8 %iger Apoptoserate bestatigt dieser den oben gezeigten
Trend (Abbildung 22).

Die Arbeitsgruppe um Herbeuval (2005) arbeitete deutlich den Zusammenhang
zwischen erhohter Apoptoserate HIV-infizierter Patienten und den dadurch folgenden
Verlust an CD4" T-Zellen heraus.

Fur die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Gruppe 2 der nicht HIV-Infizierten war
keine signifikante Wechselbeziehung zwischen Apoptoserate und CD4" Zellzahl zu
entdecken. Die Apoptoserate der PBMC der HIV-negativen Probanden schwankte in
einem sehr weiten Bereich zwischen 2 bis 18 % (Tabelle 3). Dies verdeutlicht, dass
in Abwesenheit des HI-Virus die Apoptoserate nicht mit einem Verlust an CD4"
Helferzellen in Verbindung gebracht werden kann.

Zwischen der Apoptoserate und der HI-Viruslast der Patienten konnte in dieser Arbeit
keine signifikante Korrelation gezeigt werden (vgl. Abschnitt 3.4). Zu dem gleichen
Ergebnis kamen Wasmuth et al. (2000). Diese Arbeitsgruppe setzte drei
verschiedene, etablierte Protokolle zum Apoptosenachweis ein, die Farbung mit
Annexin V-FITC, wie in der vorliegenden Arbeit, die Markierung mit CD95-FITC und
den Apopstain-Protokoll. Alle drei Methoden zeigten aquivalente Apoptoseraten, aber
eine Korrelation zwischen dieser und der HI-Viruslast bestand nicht.

Dies bestatigt sich in den Ergebnissen von Rothen et al. (1997), die die Apoptoserate
bereits in frihen Stadien der HIV-Infektion bei geringer Krankheitsprogression
nachweisen konnten. Diese Arbeitsgruppe fand ebenfalls keine Korrelation zwischen
Apoptoserate und der Anzahl der HIV-RNA Kopien im Plasma der Patienten.

Dazu gegenteilig berichtet die Arbeitsgruppe um Samuelsson (1997) in ihrer
Veroffentlichung von einer Korrelation der Viruslast mit der Apoptoserate. In dieser
Untersuchung wurden die HIV-Patienten in zwei Gruppen geteilt. Gruppe 1 mit einem
CD4"-Status von weniger als 200 Zellen/ul Vollblut, Gruppe 2 mit mehr als 400 CD4*-
Zellen/ul. In beiden Gruppen war eine signifikante Korrelation zu sehen. Des
Weiteren inaktivierte die Arbeitsgruppe das HI-Virus in den PBMC-Isolaten und
konnte einen signifikanten Abfall der Apoptoserate nachweisen.

Diese unterschiedlichen Ergebnisse spiegeln die Komplexitat der Apoptosesteuerung
wieder. HIV-Proteine kdnnen Apoptose sowohl induzieren als auch inhibieren.
Uberdies sind das HI-Virus bzw. die HIV-Infektion neben der generalisierten

Immunaktivierung nur zwei vieler moglicher Apoptoseinduktoren (Varbanov, M.E. et
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al. 2006). Zusatzlich gelten die Hochregulation von Zytokinen durch zytotoxische
CD8" T-Lymphozyten, die Synzytienbildung oder der indirekte Weg uber FAS-
Exprimierung als HIV-Protein unabhdngige Apoptoseausléser (Alimonti, J. et al.
2003).

4.1.3 HIV-Infektion und mitochondriales Membranpotential

Ein stabiles mitochondriales Membranpotential ist eine unabdingbare Voraussetzung
fur die Funktion der Mitochondrien. Ein erniedrigtes Membranpotential bedeutet eine
geringere Polarisierung der Mitochondrienmembran und somit eine Behinderung der
Funktion der Atmungskette sowie der ATP-Bildung. Die Einschrankung der
mitochondrialen Funktion durch Abfall des MMPs kann als Folge einer
Mitochondrienschadigung betrachtet werden (Polo, R. et al. 2003). Das sinkende
MMP wird mit der Erh6hung der mitochondrialen Membranpermeabilitat und der
daraus resultierenden Apoptoseinduktion in Verbindung gebracht (Badley, A.D. et al.
2003). Viele der pathologischen Prozesse in der Entwicklung von AIDS und dessen
Komplikationen sind auf mitochondrienvermittelte Apoptose zuriickzufuhren (Phenix,
B.N. et al. 2002). Es wurde schon von Fallen mitochondrialer Fehlfunktionen aus den
spaten 1980er Jahren berichtet. Dort traten bei sieben antiretroviral unbehandelten
HIV-Patienten schwere Falle von Laktatazidose auf, die mit HIV-bedingter
Mitochondrienschadigung in Verbindung gebracht wurden. Des Weiteren wird von
mitochondrialen Myopathien bei HAART-naiven, HIV-Infizierten berichtet (Cherry,
C.L. et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit wurde bei 47 HIV-positiven, bisher therapienaiven
Patienten und bei 29 HIV-negativen Probanden das MMP ermittelt. In der Gruppe 1
war es mit 684 % signifikant niedriger als in der gesunden Kontrollgruppe mit 828 %
(Tabelle 3, Abbildung 12)

In einer anderen Arbeit unserer Arbeitsgruppe konnten signifikant erniedrigte MMP
an PBMC therapienaiver HIV-Patienten im Vergleich zu antiretroviral therapierten
HIV-infizierten Patienten und im Vergleich zu nicht infizierten Kontrollpersonen
gezeigt werden (Sternfeld, T. et al. 2007). Macho et al. (1995) untersuchten das
MMP an T-Lymphozyten. lhre Ergebnisse bestatigen die der vorliegenden Arbeit.
Das MMP in den T-Lymphozyten der HIV-infizierten, therapienaiven Patienten war im
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Vergleich zu dem der gesunden Kontrollgruppe signifikant erniedrigt (Petit, F. et al.
2005).

Fernandez Larrosa et al. (2008) untersuchten Unterschiede in der Apoptoseinduktion
an HIV-infizierten und nicht infizierten Lymphoid-Zellreihen. Zur Bestimmung des
Grundzustandes der Zellen ermittelte die Arbeitsgruppe das jeweilige mitochondriale
Membranpotential. Sie stellten analog zu den Ergebnissen dieser Arbeit ein
signifikant erniedrigtes MMP der HIV-infizierten Zellen fest.

Die Arbeitsgruppe um Hahn (2008) untersuchte den Einfluss von HIV-infizierten und
aktivierten Makrophagen auf Neurone der Hinterwurzelganglien. Die Neurone, die
nicht den infizierten Makrophagen ausgesetzt wurden zeigten ebenfalls ein
signifikant hoéheres MMP im Vergleich zu denen, die den HIV-infizierten
Makrophagen ausgesetzt waren.

Einschrdnkungen der mitochondrialen Funktion wahrend der HIV-Infektion wurden
von Mir6 et al. (2004) auch durch Messungen des mtDNA-Gehaltes und der
Bestimmung der Aktivitaten verschiedener Atmungsketten-Komplexe nachgewiesen.
Es wurden isolierte PBMC HIV-infizierter Patienten und nicht infizierter Probanden
untersucht. Sowohl der mtDNA-Gehalt als auch die Aktivitat der Atmungsketten-
Komplexe war in den isolierten PBMC HIV-infizierter Patienten signifikant erniedrigt.
Macho et al. (1995) konnten keinen Zusammenhang zwischen dem mitochondrialen
Membranpotential und dem klinischen Status der HIV-Infektion (akute Infektion und
chronische Phase gegen AIDS) nachweisen. Allerdings benutzte diese Arbeitsgruppe
einen Farbstoff (DIOCs), der eine fur Mitochondrien nicht ausreichende Spezifitat und
eine ungenigende Sensitivitat fur Schwankungen des Membranpotentials aufweist
(Vayssier-Taussat, M. et al. 2002).

Es gibt unterschiedliche Ausloser fur HIV-induzierte Mitochondrienschadigung. Nach
de Mendoza et al. (2004) fuhrt die verkiirzte Halbwertszeit der CD4" T-Lymphozyten
bei der HIV-abhangigen Immunaktivierung zu einer Einschrankung der
mitochondrialen DNA-Replikation.

Nach Gougeon (2003) ist die erhdhte Apoptoserate der Ausléser der mitochondrialen
Funktionsstérung und der CD4" T-Zell Zerstérung.

Auch Miura et al. (2003) betonten die Bedeutung der erhdhten,

mitochondrienvermittelten Apoptoserate von T-Helferzellen bei der HIV-Infektion.
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Wenn auf den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials eine
Cytochrom c Freisetzung folgt, wird unweigerlich der intrinsische Apoptosesignalweg

eingeleitet.

4.1.4 HIV-Verlaufsparameter und mitochondriales Membranpotential

Betrachtet man in dieser Arbeit die Korrelationen zwischen Immunstatus und
mitochondrialem Membranpotential, sieht man Parallelen zur Apoptoserate. Fur die
Gruppe 1 der HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten konnte eine
signifikante Korrelation sowohl zwischen dem CD4" Nadir-Wert (Abbildung 17) und
dem MMP als auch der aktuellen CD4" Zellzahl am Tag der Untersuchung und dem
MMP (Abbildung 18) festgestellt werden. Die Kontrollgruppe 2 zeigte keinen
Zusammenhang zwischen CD4" Zellzahl am Tag der Untersuchung und MMP.

Eine HIV-positive Patientin zeigte ein erstaunlich hohes MMP von 1140 %, was
sogar fur nicht HIV-Infizierte ungewohnlich hoch ist. Die Apoptoserate ihrer PMBC
lag mit 8,5 % im niedrigeren Bereich. Die Patientin ist im April 1987 zum ersten Mal
positiv auf HIV getestet worden. Seitdem kontrollierte sie das Virus ohne Hilfe einer
HAART. Sie zeigte eine zwar nachweisbare, aber doch niedrige HI-Viruslast von 596
RNA-Kopien/ml. Der aktuelle CD4" Wert am Tag der Untersuchung war mit 414
Zellen/pl nach 231 Monaten gesicherter Infektion erstaunlich gut. Diese Patientin
gehort zu der Gruppe der long term non progressor, die im Abschnitt 4.5.2 dieses
Kapitels naher betrachtet werden.

Korrelierte man die Viruslast der HIV-Infizierten mit dem MMP zeigte sich eine
schwache, negative Signifikanz (Abbildung 23). Polo et al. (2003) zeigten eine
Verminderung des MMPs bei h6heren Viruslasten. Vermutlich begriindet durch eine
vermehrte Bindung von HIV-Proteinen an zellulare Rezeptoren oder durch die HIV-
bedingte erhdhte Zytokinproduktion.

Dies wird durch Verdéffentlichungen anderer Arbeitsgruppen bestatigt.

Haugaard et al. (2005) konnten einen direkten Zusammenhang zwischen der
Viruslast und dem Gehalt an mtDNA bei HIV-positiven, antiretroviral therapienaiven
Patienten aufzeigen. Die Arbeitsgruppe um Miura (2003) verdffentliche analoge

Ergebnisse.
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Vergleiche des mtDNA-Gehaltes therapienaiver HIV-Infizierter mit nicht HIV-
infizierten Kontrollpersonen verdeutlichten den Zusammenhang des Abfalls der
mitochondrialen DNA mit der HIV-Infektion (Mir6, O. et al. 2004), (Chiappini, F. et al.
2004), (Coté, H.C. et al. 2002). Maagaard et al. (2006) bezweifelten allerdings eine
direkte Auswirkung des mtDNA-Gehaltes auf die Funktionstichtigkeit der
Mitochondrien. Dementsprechend scheint die Messung des MMPs zur Bestimmung

mitochondrialer Funktionsstorungen aussagekréftiger zu sein.

4.2 Apoptoserate und mitochondriales Membranpotential

In der vorliegenden Arbeit konnte in beiden Gruppen, sowohl bei den HIV-infizierten-
als auch bei den nicht infizierten Personen, eine hohe, signifikante, negative
Korrelation zwischen den Parametern der Apoptoserate und des MMPs gezeigt
werden (Abbildung 15, Abbildung 16).

Auch Laforge et al. (2007) zeigten in ihrer Arbeit diesen Zusammenhang. Sie
transfizierten isolierte CD4" T-Lymphozyten mit einem, das HIV-Protein nef
exprimierenden Vektor. Dies fuhrte Uber die Freisetzung von Cathepsin D aus
Lysosomen zu einem Zusammenbruch des MMPs und einem Anstieg der
Apoptoserate.

Die Arbeitsgruppe um Lugli (2005) induzierte mit Querzetin die Apoptose in U397
Zellen. Uber einem Zeitraum von zwei Stunden konnten sie zuerst die Abnahme des
MMPs anhand der JC-1-Farbung und darauf folgend die Frihphase der Apoptose
durch  Markierung des, auf die MembranauRenseite  umgeklappten
Phosphatidylserins mit Annexin V-FITC nachweisen.

Ein niedriges mitochondriales Membranpotential kann entweder die Apoptose
initiieren oder charakterisiert einen Zwischenschritt der Apoptose (Troiano, L. et al.
2007).

Eine Gegenthese zu dieser Meinung verdffentlichten Lenardo et al. (2002) mit ihrer
Untersuchung an Jurkat T-Zellen. Sie infizierten die Zellen entweder mit nattrlichem
oder genetisch verandertem HIV-Hullprotein env. An beiden Zellkulturen fanden sie

Anzeichen, die eher auf Nekrose als auf Apoptose hindeuten.
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4.3 Weitere Einflussfaktoren auf die Mitochondrienfunktion

Seit Einfuhrung der hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART) ist die Morbiditat
und Mortalitat durch HIV drastisch gesunken. Die HI-Viramie kann unter einer
HAART unter die Nachweisgrenze gesenkt werden, die CD4" Zellzahl kann deutlich
ansteigen. So kommt es zu einem verzdgerten Fortschreiten der Hi-Infektion, zu
einer Abnahme opportunistischer Infektionen und damit zu einer erheblichen
Lebenszeitverlangerung (Karow, T. et al. 2001). Doch im Laufe der antiretroviralen
Langzeittherapie wird das Management von unerwtnschten Arzneimittelwirkungen
immer bedeutsamer. Die Aufmerksamkeit hat sich im Besonderen auf die
mitochondriale Toxizitdt der Nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
(NRTI) fokussiert. NRTI blockieren nach intrazellularer Phosphorylierung sowohl die
Reverse-Transkriptase des HIV als auch die humanen DNA-Polymerasen. In
Mitochondrien ist die DNA-Polymerase y fur Replikation und Reparatur der mtDNA
zustandig. Der Einfluss der Medikamente auf die mitochondriale DNA-Polymerase y
fuhrt Uber die Hemmung dieses Enzyms zu einer mtDNA-Depletion oder —Mutation,
Energieverarmung der Zellen und oxidativem Stress. Daraus resultiert die funktionale
Schéadigung der Mitochondrien (Brinkman, K. et al. 1998), (Kakuda, T.N. 2000).
Durch Stérungen der oxidativen Phosphorylierung kann es zum Ansteigen des
Laktatspiegels, in Extremfallen bis hin zur Entwicklung einer Laktatazidose kommen
(Walker, U.A. 2004). Veranderung in der mitochondrialen Ultrastruktur und
Verminderung der mtDNA koénnen in subkutanem Fettgewebe zu Lipodystrophien
und in Muskelzellen zu Myopathien fihren (McComsey, G.A. et al. 2004). Des
Weiteren wird von der Entwicklung hepatischer Steatosen, peripherer Neuropathien
und Pankreatiden berichtet (White, A.J. 2001), (Cossarizza, A. et al. 2004), (Walker,
U.A. et al. 2005).

Aber wie in im oberen Abschnitt 4.1 beschrieben, schadigen HIV-Proteine auch direkt
die Mitochondrien, fihren zu oxidativem Stress und zur mtDNA-Depletion. Berichtet
wird von Fallen mitochondrialer Myopathien und peripherer Neuropathien bei
antiretroviral therapienaiven HIV-Patienten (Morgello, S. et al. 1995). Schwere Félle
von Laktatazidose werden beschrieben (Cherry, C.L. et al. 2005). Mdoglicherweise
gehen diese klinischen Symptome der mitochondrialen Schédigung durch die HIV-

Infektion denen durch NRTI voraus. Vielleicht werden Mitochondrien durch einen
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langfristigen Einfluss des HI-Virus anfalliger fir mitochondriale Toxizitdt der NRTI
(Lewis, W. 2003).

4.4 Therapieansatze zur Verminderung der Apoptoserate und der

mitochondrialen Dysfunktion

Der Einsatz einer effektiven antiretroviralen Therapie fuhrt zu einem Anstieg des
MtDNA-Gehaltes. Dies konnte selbst bei der Gabe von Medikamenten, die
nachgewiesener Mallen die DNA-Polymerase y schadigen, beobachtet werden
(Gallant, J. et al. 2002). Auch das MMP liegt bei antiretroviral behandelten Patienten
uber dem der HAART-Naiven (Sternfeld, T. et al. 2007). So wére fur die individuelle
Entscheidung, ob eine antiretrovirale Therapie indiziert ist, das Betrachten des
Mitochondrienstatus sinnvoll. Wenn die Parameter Viruslast und CD4" Zellzahl nicht
gegen eine Therapie sprechen, kénnte die Mdglichkeit einer HAART erwogen
werden, um entstehenden Langzeitschaden durch mitochondriale Dysfunktion
vorzubeugen. Hierbei sind antiretrovirale  Medikamente mit  geringerer
mitochondrialer Toxizitat wie z. B. Tenofovir, Lamivudin, Emtricitabin oder Abacavir
denen mit erhdhter Toxizitat wie Didanosin, Stavudin oder Zidovudin vorzuziehen
(Cossarizza, A. et al. 2004).

Auch die apoptotische Aktivitat kann mit Hilfe einer HAART gesenkt werden. Die
Arbeitsgruppe um Erhard (2008) bestimmte die Expression proapoptotischer (FAS,
TRAIL, aktive Caspase 3) und antiapoptotischer Molekule (Bcl-2, IL-7) in
Leistenlymphknoten HIV-positiver Patienten. Die Messzeitpunkte lagen zu Beginn
der Studie und nach einem Zeitraum von 16 bis 20 Monaten nach Beginn einer
hochaktiven antiretroviralen Therapie. Die anfanglich auffalligen Werte der
apoptotischen Molekile fielen auf das Niveau HIV-negativer Kontrollpersonen. Die
Arbeitsgruppe schloss daraus, dass eine in frihen Stadien der HIV-Infektion
initialisierte HAART apoptotische Prozesse normalisieren konnte.

Ein weiterer Ansatz ist die Gabe von Triacetyluridin (TAU). Die Hemmung der
Atmungskette  durch  mtDNA-Verarmung  bewirkt eine Inhibition  der
Dehydroorotatdehydrogenase. Die Uridinsynthese wird vermindert, es folgt eine
reduzierte Produktion von mitochondrialen Pyrimidinen und der Gehalt an mtDNA
sinkt weiter (Walker, U.A. et al. 2005). Dieser Teufelskreis konnte durch die
Zufuhrung von TAU unterbrochen werden. Fallberichte fur die Wirksamkeit von TAU
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sind fir antiretroviral therapierte Patienten beschrieben. Walker und Venhoff
berichteten von verminderter Apoptoserate, erhéhtem MMP und gestiegenem
MtDNA-Gehalt in Adipozyten (Walker, U.A. et al. 2005).

4.5 Infektionsdauer und Apoptoserate beziehungsweise

mitochondriales Membranpotential

4.5.1 Patienten mit progredientem Infektionsverlauf

In der Gruppe der HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten wurde der
Zusammenhang zwischen der Apoptoserate bzw. dem MMP und der Infektionsdauer
betrachtet. Es zeigte sich weder fur die Apoptoserate noch fur das MMP eine
Korrelation mit dem Zeitraum seit dem ersten positiven HIV-Test. Allerdings zeigen
vier der 47 HIV-Patienten einen ungewodhnlichen Verlauf der Infektion. Sie
kontrollieren alle seit GUber 18 Jahren das HI-Virus ohne antiretrovirale Therapie.
Lasst man diese Patienten aus der Auswertung heraus, so findet man signifikante
Korrelationen zwischen der Infektionsdauer und sowohl der Apoptoserate als auch
dem MMP. Das bedeutet, je langer eine HIV-Infektion andauert, umso starker ist die
Apoptose der PBMC ausgepragt bzw. umso instabiler ist das mitochondriale
Membranpotential. Dies entspricht erwartungsgemald dem typischen Fortschreiten
einer HIV-Infektion.

Im Rahmen dieser Untersuchung konnte lediglich der Zeitraum seit dem ersten
positiven HIV-Test als Infektionsdauer bewertet werden. Die tatsachliche

Infektionsdauer kdonnte durchaus wesentlich langer sein.

4.5.2 Long term non progressors

Die vier Patienten, die in dieser Arbeit als long term non progressors (LTNP)
bezeichnet werden, sind seit mehr als 18 Jahren HIV-infiziert. Keiner der LTNP hatte
einen CD4" Nadir-Wert kleiner als 300 Zellen/pl Vollblut. Am Tag der Untersuchung
lagen die CD4" Zellzahlen tiber 450 Zellen/ul und die Viruslast bei jedem der vier
Patienten unter 600 HIV-RNA Kopien/ml Vollblut.

In der vorliegenden Arbeit konnte keine signifikante Korrelation zwischen dem MMP
und der Infektionsdauer gezeigt werden. Die Angaben zur Apoptoserate waren

statistisch nicht verwertbar. Durch die kleine Fallzahl der Messungen des MMPs
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(n=4) und der Apoptoserate (n=2) in der Gruppe der LTNP kdnnen statistisch keine
direkten Aussagen getroffen werden.

In aktuellen Veroffentlichungen wird das Phanomen der LTNP naher beschrieben.
Peraire et al. (2007) zeigten in ihrer Untersuchung, dass der mtDNA-Gehalt und die
Aktivitat der Enzyme der mitochondrialen Atmungsketten von LTNP im Vergleich zu
denen gesunder Kontrollpersonen nur gering erniedrigt waren. Allerdings war der
Abfall dieser Parameter bei typisch progredienten HIV-Patienten in Bezug auf die
LTNP signifikant. Analog war die Caspase 3 Aktivitat der LTNP im Vergleich zu der
gesunden Kontrollgruppe nur leicht erhdht. Die der typisch progredienten HIV-
Patienten war in Bezug auf die LTNP signifikant erhdht. Die Arbeitsgruppe schloss
daraus, dass die LTNP verglichen mit den typisch progredienten HIV-Infizierten eine
geringere mitochondrienvermittelte Apoptose und eine geringeren Funktionsverlust
der Mitochondrien aufweisen.

Die Arbeitsgruppe um Lum (2003) macht fur die Absenz des Immundefektes bei
LTNP die R77Q Mutation des HIV-Proteins vpr verantwortlich. Diese Mutation fanden
sie bei 80 % der LTNP, aber nur bei 33 % der typisch progredienten HIV-Patienten.
Die Arbeitsgruppe untersuchte des Weiteren Zellreihen mit dem Wildtyp des vpr-
Proteins und mit mutierten R77Q-Peptiden. Die Wildtyp-Zellen zeigten im Vergleich
zu denen des mutierten Proteins ein erniedrigtes mitochondriales Membranpotential,
eine erhbhte Caspase 3 Aktivitdt und eine DNA-Fragmentierung als Zeichen fur
verstarkte Apoptose.

Eine Hypothese ist, dass LTNP in der Summe der schadigenden Einflisse nicht den
Grenzwert fur signifikante Schadigungen der Mitochondrien erreichen (Peraire, J. et
al. 2007).

4.6 Geschlecht und Apoptoserate beziehungsweise mitochondriales

Membranpotential

Betrachtete man die Geschlechter isoliert, so konnte man im Vergleich der HIV-
negativen Manner zu den HIV-Infizierten eine signifikant geringere Apoptoserate
(Abbildung 31) und signifikant hoheres MMP (Abbildung 30) bei den nicht HIV-
infizierten Mannern erkennen. Bei den Frauen galt das gleiche fur das MMP
(Abbildung 29), nicht aber bei der Apoptoserate. Allerdings war die Apoptoserate der
HIV-infizierten Frauen gegentber der der HIV-negativen Frauen sichtlich erhdht. Die
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geringere Apoptoserate und das stabilere MMP der HIV-negativen Kontrollgruppe
konnte nach den in dieser Arbeit schon diskutierten Einflissen der HIV-Infektion auf
die PBMC und deren Mitochondrien (vgl. Abschnitt 4.1) erwartet werden.

Verglich man die Apoptoserate und das MMP innerhalb der einzelnen Gruppen
zwischen den Geschlechtern, so erkannte man dass sowohl fur Gruppe 1 als auch
fur Gruppe 2 die Werte der Frauen nur unwesentlich besser waren. Es konnten in
keiner Gruppe signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede der MelRRparameter
gezeigt werden. Ein Einfluss des Geschlechts auf die Apoptoserate bzw. das MMP
kann aus den vorliegenden Ergebnissen dieser Arbeit nicht belegt werden.

Der Anteil der long term non progressors lag bei den Frauen bei 14 %, bei den
Mannern nur bei 7 %. Ob dies mal3gebend sein konnte, wird in Abschnitt 4.5.2
dieses Kapitel naher diskutiert. Andere Parameter, wie CD4" Zellzahl oder Alter

zeigten keine signifikanten Unterschiede.

4.7 HIV-/ Hepatitis-Koinfektion und Apoptoserate beziehungsweise

mitochondriales Membranpotential

Sieben der 47 HIV-infizierten Patienten waren mit einem Hepatitis Virus koinfiziert.
Zwei Patienten hatten eine positive HBV-Serologie, funf eine positive HCV-Serologie.
Weder bei der Betrachtung der HIV-/ Hepatitis B- und —C Koinfizierten, noch bei der
isolierten Betrachtung der HIV-/ HCV-koinfizierten Patienten konnte eine signifikante
Anderung der Apoptoserate oder des mitochondrialen Membranpotentials im
Vergleich zu den tbrigen HIV-Infizierten festgestellt werden. Die AST- und die ALT-
Werte waren bei den koinfizierten Patienten signifikant erhéht, die GGT-Werte nur
leicht.

Nufiez et al. (2006) zeigten in ihrer Untersuchung eine signifikante Erhdhung der
Apoptosewerte der HIV-/ HCV-koinfizierten im Vergleich zu den rein HIV-infizierten,
antiretroviral therapienaiven Patienten.

Die Arbeitsgruppe um de Mendoza (2005) zeigte, dass bereits eine reine HCV-
Infektion zu einer Abnahme des mtDNA-Gehaltes fiihren kann.

Das Hepatitis C-Virus kann analog dem HI-Virus die Apoptose von PBMC induzieren
und deren Mitochondrien schadigen (Taya, N. et al. 2000).

Die Annahme, dass die mitochondriale Schadigung und die Apoptoserate durch HIV

durch eine HCV-Infektion noch verstéarkt werden, konnte in dieser Untersuchung
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nicht bestatigt werden. Da allerdings die Gruppe der HIV-/ HCV-Koinfizierten mit funf
Patienten sehr klein war, lassen sich aus den hier dargestellten Ergebnissen keine

reprasentativen Rickschlisse ziehen.

4.8 Limitation

Die Ergebnisse wurden in einer Querschnittsuntersuchung des Patientenkollektivs
der Medizinischen Poliklinik der LMU Munchen erstellt. Somit stand eine beschrankte
Zahl an Patienten, die HIV-infiziert und antiretroviral therapienaiv waren, fir die
Untersuchung zur Verfigung.

Um verschiedene Einflisse, wie CD4-Status, Viruslast, Geschlecht und
Infektionsdauer abzuschatzen, mussten kleinere Untergruppen gebildet werden. Die
Aussagekraft der statistisch ermittelten Ergebnisse und Zusammenhéange sinkt mit
der Fallzahl der Untersuchungen.

Die Darstellung der Ergebnisse als allgemein gultig ist nicht ohne weiteres moglich.
Die Untersuchungsmethoden beschrankten sich darauf, das mitochondriale
Membranpotential zu bestimmen und Phosphatidylserin an der Aullenseite der
Zellmembran peripherer mononukledrer Blutzellen nachzuweisen. In dieser Arbeit
wurden diese beiden GroBen stellvertretend fur die  mitochondriale
Funktionstiichtigkeit und die Apoptoserate betrachtet. Fraglich ist, ob die Ergebnisse,
die an PBMC gefunden wurden, analog fur den Status dieser Parameter von
CD4" T-Lymphozyten gelten.

Aussagen Uber die Ursache-Wirkungs-Beziehung von Ergebnisse zu treffen ist im
Allgemeinen schwierig. Ein Bezug von den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen
auf das HI-Virus und die HIV-Infektion wurde u. a. mit Hilfe des Zurlckgreifens auf

Veroffentlichungen und Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen dargestellt.

4.9 Ausblick

Die hier vorgestellte Arbeit konnte einen Einblick in die Funktion der Mitochondrien
und die Apoptoserate der peripheren mononuklearen Blutzellen HIV-positiver,
therapienaiver Patienten geben.

Das mitochondriale Membranpotential stellt einen Indikator fir die Stérungen der

Mitochondrienfunktion von PBMC dar. Die Apoptoserate bezieht sich auf diejenigen
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PBMC, die, von aul3en angeregt oder durch zellinterne Prozesse stimuliert, ihren
Zelltod auslost.

Die in dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse, der Vergleich des MMPs und der
Apoptoserate zwischen HIV-infizierten, therapienaiven Patienten als auch der
gesunden Kontrollgruppe wirft interessante Fragen auf.

Nachdem diese Arbeit auf der Untersuchung isolierter PMBC beruht, ware es wichtig
auch andere, relativ leicht zugéangliche Zellen, wie z. B. Myo- oder Adipozyten zu
betrachten. Interessant ware, ob die Ergebnisse der Messungen an PBMC fur
andere Gewebe reprasentativ sind.

Als Ursache fur die Funktionsminderung der Mitochondrien oder die erhdhte
Apoptoserate werden HIV-Proteine direkt oder Zytokine verantwortlich gemacht, die
nach der Immunaktivierung verstarkt exprimiert werden. Das legt die Vermutung
nahe, dass Proteine anderer Viren &hnlich wirken konnten. Es besteht auch die
Moglichkeit, dass Patienten mit einer Infektion mit generalisierter Immunaktivierung
ahnliche Werte vorweisen kénnten. Die Untersuchung anderer Kollektive, wie z. B.
Hepatitis- oder Sepsis-Patienten, kdnnte dartiber Aufschluss bringen.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen einer HIV/ HCV-Koinfektion nur
knapp angesprochen. Die Inzidenz der angesprochenen Koinfektion ist jedoch nicht
zu vernachlassigen. Weiterfihrende Untersuchungen zur Mitochondrienfunktion und
Apoptose der PBMC dieser Patientengruppe hatten eine grof3e klinische Bedeutung.

Untersuchungen zur Apoptoserate und zur Mitochondrienfunktion bei HIV-Patienten
wurden sowohl an therapierten, an nicht therapierten Patienten als auch an beiden
Kollektiven durchgefiihrt. Wie stark die mitochondrienschadigenden Einflisse der
HIV-Infektion einerseits und der HAART andererseits sind, lasst sich jedoch bisher
schwer einschatzen. Um dies zu klaren, bedarf es Untersuchungen zum Einfluss der
HAART bei nicht infizierten Patienten, wie z. B. neugeborenen, nicht infizierten
Kindern HIV-positiver Mtter, die prophylaktisch behandelt werden.

Darauf folgt die Frage Uber die klinische Bedeutung der gemessenen Parameter. Es
gibt Leitlinien zur Indikation einer antiretroviralen Therapie. Mal3geblich daftr sind
neben der CD4" Zellzahl die Viruslast und die klinischen Symptome. Die klinischen
Symptome werden ihrerseits vom Mitochondrienstatus und der Apoptoserate der
PBMC beeinflusst. Abzuschatzen ware ob und in wieweit die in dieser Arbeit
gemessenen Parameter in die Verlaufskontrolle der HIV-Infektion und die

Indikationsstellung einer antiretroviralen Therapie miteinbezogen werden kdnnen.
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5 Zusammenfassung

Die HIV-Infektion ist durch einen progressiven Verlust an CD4" T-Lymphozyten
charakterisiert, der das Auftreten von AIDS zur Folge hat. Die Apoptose gilt als
wichtigster Mechanismus des Verlustes an sowohl infizierten als auch nicht
infizierten CD4" Zellen. Allerdings ist dieses komplexe System von inhibierenden und
induzierenden Faktoren noch nicht vollstindig geklart. Die mitochondriale
Dysfunktion spielt eine Schlisselrolle in der Apoptose. Sie kann die
Apoptosekaskade anstol3en oder einen Zwischenschritt der Apoptose darstellen.
Proteine des HI-Virus kdnnen Mitochondrien direkt schadigen und tber den Verlust
der mitochondrialen Membranintegritat Apoptose induzieren. Auch indirekt kann eine
HIV-Infektion Uber die verstarkte Bildung von Zytokinen oder den Kontakt infizierter
zu nicht infizierten Zellen (FAS/ FAS-Ligand) die Apoptosekaskade initiieren.

Bislang gab es keine verlasslichen Methoden das Ausmald der
Mitochondrienschadigung oder der Apoptose HIV-infizierter Patienten zu beurteilen.
Fiar die Routinekontrolle des Krankheitsverlaufes, sowohl ohne als auch mit einer
antiretroviralen Therapie, ware aber eine Madoglichkeit der Bestimmung dieser
Parameter von hdchster Bedeutung.

Die Aufgabe dieser Arbeit war es, das mitochondriale Membranpotential der PBMC
und deren Apoptoserate zu untersuchen. Als Untersuchungsgruppen dienten HIV-
infizierte, antiretroviral therapienaive Patienten und nicht HIV-infizierte Personen als
Kontrollgruppe.

Die Mitochondrien wurden auf ihr Membranpotential mit Hilfe der JC-1 Farbung
geprift. Bei den PBMC wurde die Apoptoserate durch die Annexin V-FITC Farbung
bestimmt. Ein Vorteil der gewahlten Methoden besteht darin, dass sie kostenguinstig,
gering invasiv und klinisch relativ einfach durchzufiihren sind. Beide Methoden haben
sich wahrend dieser Untersuchung als sehr gut und empfindlich bewahrt. Die
Reproduzierbarkeit der Messungen beider Methoden wurde im Vorfeld dieser Arbeit

bestéatigt.
Um sich ein Bild tber den Einfluss der HIV-Infektion auf die Mitochondrien und die

Apoptoserate der PBMC zu machen, wurden die Ergebnisse in Bezug auf weitere

klinische und biochemische Parameter betrachtet.
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Die HIV-infizierten Patienten wiesen im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe
ein signifikant erniedrigtes mitochondriales Membranpotential und eine signifikant
erhohte Apoptoserate der PBMC auf.

In beiden Gruppen korrelierte das MMP mit der Apoptoserate, was bedeutet, dass
ein erniedrigtes MMP mit einer verstarkten Apoptose in Zusammenhang steht.
Korrelierte man das MMP und die Apoptoserate mit der CD4" Zellzahl, so erkannte
man, dass diese Parameter nur bei den HIV-Infizierten zusammenhingen. Durch die
Unterteilung der Untersuchungsgruppen nach CD4" Status in drei Untergruppen
(<200-, 200-500-, >500 Zellen/ul Vollblut) erkannte man bei den HIV-Patienten ein
signifikantes Ansteigen des MMPs und ein signifikantes Abfallen der Apoptoserate
mit besserem Immunstatus.

Es konnte ein signifikanter Zusammenhang des MMPs mit der HI-Viruslast, nicht
aber der Apoptoserate mit der Viruslast gezeigt werden.

Eine Korrelation zwischen Infektionsdauer, Apoptoserate bzw. MMP zeigte sich erst,
als die HIV-Patienten ohne die Gruppe der LTNP betrachtet wurden.

Die vorliegende Arbeit beschreibt den Zusammenhang der Mitochondrienfunktion der
PBMC und deren Apoptoserate mit dem HI-Virus bzw. der HIV-Infektion.

Anhand dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass ein niedriges
mitochondriales Membranpotential Ausdruck einer erhdhten Apoptoserate ist.
Entweder stellt ein niedriges MMP einen Zwischenschritt der Apoptose dar oder es
induziert die Apoptose. Eine hohe Viruslast und ein schlechter Immunstatus kénnen
sich u. a. in einem erniedrigten mitochondrialen Membranpotential auswirken. Die
dadurch gestdrte Membranintegritdt kann tGber Cytochrom c Freisetzung zu einem

Anstieg der mitochondrienvermittelten Apoptose fiihren.
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6 Anhang

6.1 Materialien

6.1.1 Gerate

Tabelle 4: verwendete Gerate und deren Hersteller

Brutschrank Heracell®

CO,-Gasflaschenmonitor

Heraeus, Hanau

FACScan Durchflusszytometer

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Mikroskop Leica DM IL

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar

Pipetboy acu

Integra Biosciences, Fernwald

Pipetten Multipipette © plus

Reference® fix

Research® fix

Eppendorf AG, Hamburg

Schiittelgeréat Vortex Genie ©2

IKA® Werke GmbH & Co. KG, Staufen

Sicherheitswerk- Safe 2010 Model 1.2

Heto-Holten, Allergd, Danemark

bank
LabGard™ 430 Class
[l

NuAire Inc., Plymouth, USA

elektronischer Zellzahler Casy® 1 TT

Scharfe System GmbH, Reutlingen

Zentrifugen Centrifuge 5810 R

Eppendorf AG, Hamburg

Rotanta/RPC

Hettich AG, Bach, Schweiz
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6.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 5: verwendete Materialien zum Einmalverbrauch und deren Hersteller

Combitips® plus, 5 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Einmalpipetten, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml

TPP AG, Torsadingen, Schweiz

Falcon™ Réhrchen, 5 ml, Rundboden,

12x75 mm

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Kova®-zZahlkammer, 10er Raster

Hycor Biochemical GmbH, Kassel

Pipettenspitzen, 10 pl, 100 pul, 1000 pl

Peske, Aindlingen, Arnhofen

Reaktionsgefald Eppendorf Tube 3810, 2ml

Eppendorf AG, Hamburg

S-Monovetten

Serum, 9 ml

Kalium-EDTA, 4 ml

SARSTEDT AG & Co., Numbrecht

Zentrifugenréhrchen, Polypropylen, 15 ml,

50 ml

TPP AG, Torsadingen, Schweiz
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6.1.3 Probenmaterial, Reagenzien und Medium

Tabelle 6: verwendete Blutproben, Chemikalien, Reagenzien und Nahrmedien

Annexin V-FITC | Annexin V-FITC

Apoptose

Detection Kit | Propidiumiodid
Farbstofflosung
Annexin
Bindungspuffer (10x),
Ca**-halltig

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Biocoll (Ficoll®) Trennldsung der Dichte
1,077 g/ml

Biochrom AG, Berlin

peripher-vends enthommene Blutproben

gesamtes Probandenkollektiv

Carbonylcyanid-4-(trifluoromethoxy)-
phenylhydrazon (FCCP)®

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Casy®ton Verdiinnungslésung

Scharfe System GmbH, Reutlingen

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Konzentration>99,5 %°

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dulbecco's PBS (1x). ohne Ca** und
Mg** (DPBS)

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Ethanol 96 %°

Merck KGaA, Darmstadt

FACSFlow™ FlieRmittel

FACSLyse Losung™ (10x)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

fetales Kalberserum (FCS)?

Penicillin / Streptomycin (100x)®

RPMI 1640 (1 x) mit L-Glutamin®

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich)

5,5',6,6'-Tetrachloro-1,1',3,3'-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyaniniodid
(JC-1)°

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

TriTest CD3 FITC / CD8 PE / CD45
PerCP

TriTest CD3 FITC / CD4 PE / CD45
PerCP

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
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Trypanblau-Lésung 0,4 % Invitrogen GmbH, Karlsruhe

destilliertes Wasser B. Braun, Melsungen

(supplementiertes Nahrmedium: RPMI 1640 (1 x) + 1 % Penicillin / Streptomycin (100 %) + 5 %
FCS

JC-1 Stocklésung 3,08 uM: 5 mg JC-1 + 2,5 m| DMSO

¢ FCCP-L6sung: 4 uM in Ethanol 96 %

6.1.4 Software

Tabelle 7: verwendete Software

EndNote® Version X Thomson Scientific, London,
Grof3britannien

FACS CELLQuest™ Version 3.1 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

FACS MultiSet™ System

Microsoft® Office Word 2007 Microsoft Deutschland GmbH,
Unterschlei3heim

SPSS® Version 15.0 SPSS GmbH, Miinchen
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7 Verzeichnisse

7.1 Abklrzungen

AIDS Aquired immunodeficiency syndrom, erworbenes Immunschwéachesyndrom
AK Antikorper

ALT Alaninaminotransferase

AP Alkalische Phosphatase

Apaf-1 Apoptotischer Protease-Aktivierungsfaktor-1

AST Aspartataminotransferase

ATP Adenosintriphopsphat

CCR5 C-C Chemokinrezeptor 5

CD Cluster of differentiation, Oberflachenmolekl

CoA Coenzym A

CRP C-reaktives Protein

CTL Zytotoxische CD8" T-Lymphozyten

CXCR4 C-X-C Chemokinrezeptor 4

DIiOCs 3,3 -Dihexyloxacarbocyaniniodid

DNA Desoxyribonukleinséure

DPBS Dulbecco's phosphate-buffered saline, Pufferlésung
dUTP 2’-Deoxyuridin 5’-triphosphat

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

env Envelope, HIV-Hlllproteine

FACS Fluorescence activated cell sorter

FAD Flavin-Adenin-Nukleotid

FCCP Carbonylcyanid-4-(trifluoromethoxy)-phenylhydrazon
FITC Fluoreszeinisothiocyanat

FL Fluoreszenzkanal

FSC Forward scatter

gag Gruppenspezifische Antigene

GGT y-Glutamyltransferase

ap Glykoprotein

HAART Hochaktive antiretrovirale Therapie

HBV Hepatitis B Virus
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HCV
HDL
HIV
IAP
INF

JC-1
LDH

LMU
LTNP
Itr

Max
MHC
Min
MMP
MRNA
MtDNA
NAD
NRTI

PBMC
PE
PerCP
Pl

pol

PS
Qo,75-Qo,25
RNA
SSC
TAU
TdT
TNF
TRAIL

Hepatits C Virus

High density lipoprotein

Humanes Immunschwéchevirus

Inhibitors of apoptosis proteins, apoptosehemmende Proteine
Interferon

Interleukin
5,5',6,6'-Tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolylcarbocyaniniodid
Laktatdehydrogenase

Dekadischer Logarithmus

Ludwigs-Maximilians Universitat Minchen

Long term non progressors

Long terminal repeats, endstandige Wiederholungen von DNA-Sequenzen
Maximum

Major histocompatibility complex, Haupthistokompatibilitatskomplex
Minimum

Mitochondriales Membranpotential

Messenger RNA, Boten-RNA

Mitochondriale DNA

Nicotinsaureamid-Adenin-Dinukleotid

Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Protein

Periphere mononukleére Blutzellen

Phycoreythrin

Peridinin-Chlorophyll-Protein

Propidiumiodid

Polymerase, enzymkodierende Polyproteinsequenz
Phosphatidylserin

Interquartilbereich

Ribonukleinsaure

Side scatter

Triacetyluridin

Terminale Deoxynucleotidyltransferase

Tumornekrosefaktor

TNF-related apoptosis-inducing ligand
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TUNEL TdT-mediated dUTP-biotin nick end labeling
VL Viruslast
ZNS Zentrales Nervensystem
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