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2 Einleitung

2.1 Humanes Herpesvirus 8

2.1.1 Das HHV-8 Genom

HHV-8 (Humanes Herpesvirus 8) oder KSHV (Kaposi's sarcoma associated
herpesvirus) gehort zur Gruppe der y,-Herpesviren oder Rhadinoviren und ist
mit dem Ebstein-Barr-Virus (EBV) eng verwandt. Herpesviren bleiben nach der
Primarinfektion lebenslang im Wirt. Das Genom von Herpesviren (100-250 kb)
persistiert in latent infizierten Zellen in episomaler Form. Bei der Reaktivierung
werden durch Rolling Circle Replikation lineare Formen des Genoms gebildet.

Das Genom von HHV-8 (Abb. 1) besitzt eine GroRe von etwa 140 000 Basen-
paaren und wird von mehreren repetitiven Sequenzen mit einer Lange von
ungefahr 800 Basenpaaren flankiert (Russo et al., 1996). Bisher wurden 89
Gene oder ORF (open reading frames) im HHV-8 Genom identifiziert (Neipel et
al., 1999).

CBS viL-6 TS Bcl-2 Teg VP23 Kinase gM gL
TR ssDBP gB DNA pol DIRF T-u MIP-I‘ LTK gH MCP ierminasl ﬁﬂ l/ ;elicase UDI L
K1 4a/b 6 7 8 9 10 11 K22 K370K4 K5 K6 K7 16 17 181920 21 22 23 24 25 26-28 29b 30-33 29a 34-38 39 40-4142 43 44 45-48
‘ rTrrrrrrid ‘ rrTrrrrrrd ‘ rTrrTrrrri ‘ T T T T oo ‘ rTTrrrrrrT ‘ rrTrrrrrrd ‘ rrTrrrrrrd ‘
0 10 20 30 40 50 60 70
RR_ Tegument Proteins V-Cy/
R—t;ns dUEPase vI\RF RRg ( \\ vFLiPl v-Adh v-GCR unseq TR
48-49 50 K8 52535455 56 57 K9 K10 K11 58 59 60 61 62 63 64 65-67 68 69K12 K13 72 73 K14 75 76 K15
‘ rT1r1rrrurr1i1 ‘ rT 1T 111111 ‘ rT T 111111 ‘ T T T T 1T T 0177 ‘ T T T T T T 11T ‘ rT T 1T 17 11T ‘ rTTr1rrr1rr11 ‘
70 80 90 100 110 120 130 140

Abb. 1. HHV-8 Genom
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2.1.2 Epidemiologie von HHV-8

Die Seropravalenz von HHV-8 liegt in der Allgemeinbevolkerung in Nordeuropa
und Nordamerika bei etwa 0-8% (Sarid et al., 1999). Bei HIV-positiven
homosexuellen Mannern in Nordeuropa und Nordamerika liegt die
Seropravalenz hingegen zwischen 30-37% (Jacobson et al., 2000).

Im mediterranen Raum und im Mittleren Osten ist die Seropravalenz auch in der
Allgemeinbevolkerung hoher: Bis Uber 25% der Allgemeinbevolkerung sind
beispielsweise auf Sardinien betroffen (Cattani et al., 2003). In einer
sizilianischen Studie betrug die Seropravalenz bei HIV-positiven bzw. HIV-
negativen Homosexuellen sogar 62% bzw. 22% und bei weiblichen
Prostituierten 42% (HIV-positiv) bzw. 30% (HIV-negativ) (Perna et al., 2000).

In Zentralafrika liegt die Seropravalenz bei Uber 50%, wobei es keine
signifikanten Unterschiede zwischen Mannern und Frauen gibt (Mayama et al.,
1998; Serraino et al., 2001). Diese Zahlen lassen vermuten, dass neben dem
sexuellen Ubertragungsweg noch eine andere Infektionsart besteht, zumal in
manchen afrikanischen Gebieten die Seropravalenz von HHV-8 bereits bei
Kleinkindern erhoht ist (Serraino et al.,, 2001). In einer in Uganda
durchgefuhrten Studie zeigte sich, dass die Seropravalenz von HHV-8 bei
Kleinkindern mit der Seropravalenz von HBV korreliert, was zu der Annahme
fuhrt, dass HHV-8 perinatal Ubertragen werden kann (Mayama et al., 1998;
Bourboulia et al., 1998).

2.1.3 HHV-8 Vorkommen im Organismus

In den transformierten Zellen, die auch als Spindelzellen bezeichnet werden, ist
HHV-8 in latenter Form nachweisbar (Staskus et al., 1997). Nur vereinzelt (etwa
1%) liegt HHV-8 in Spindelzellen auch in der lytischen Form vor (Staskus et al.,
1999).

Bei Patienten mit klinisch manifestem Kaposi-Sarkom (KS) konnte je nach
Studie in bis zu 90% der Falle HHV-8 auch in peripheren Blutzellen
nachgewiesen werden (Decker et al., 1996; IARC Working Group, 1997), bei
asymptomatischen HHV-8 Tragern hingegen nur in 10-20% (Whitby et al.,
1998). Dabei handelt es sich meist um infizierte periphere B-Zellen und
Monozyten, selten um T-Zellen (Harrington et al., 1996).

Zudem konnte es in Ejakulat und Speichel nachgewiesen werden (Perna et al.,
2000; La Duca et al., 1998). In einer amerikanischen Studie stellte man fest,
dass Speichel unter den Korperflussigkeiten die hochsten Mengen an HHV-8
enthalt, weshalb man neben dem sexuellen Transmissionsweg auch von einer
direkten Ubertragung durch Speichel ausgeht (Pauk et al., 2000; Martin, 2003;
Taylor et al., 2004).
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HHV-8 kann auch im Rahmen einer Nierentransplantation Ubertragen werden
(Diociaiuti et al., 2000). In einer Schweizer Studie zeigte sich, dass 12% der
Nierentransplantierten, die vor Transplantation seronegativ fur HHV-8 waren,
nach der Transplantation serokonvertiert sind (Regamey et al., 1998).

2.1.4 Primarinfektion und Folgeerkrankungen

Bei der Primarinfektion treten keine schweren Krankheitszeichen auf. Es
werden lediglich Symptome wie Durchfall, Muidigkeit, Gelenkschmerzen,
Hautausschlag sowie zervikale oder submandibulare Lymphknoten-
schwellungen beobachtet (Oksenhendler et al., 1998; Qiong et al., 2001).

Neben dem KS ist HHV-8 mit zwei weiteren Erkrankungen assoziiert: dem
Primaren Erguss Lymphom (primary effusion lymphoma, PEL) und der
multizentrischen Castlemanschen Erkrankung (multicentric Castleman’s
disease, MCD).

2.2 Kaposi-Sarkom

2.2.1 Epidemiologie

Das Kaposi-Sarkom wurde nach seinem Erstbeschreiber Dr. Moritz Kaposi
benannt, der es im Jahre 1872 erstmalig beschrieb.

Jahrzehntelang galt das KS als eine seltene Erkrankung alterer Manner, die im
Mittelmeerraum lebten oder jludischer Herkunft waren. In den letzten 20 Jahren
nahm jedoch die Inzidenz durch die Zunahme an HIV-Infektionen und AIDS
rapide zu. Obwohl durch eine HIV-Infektion an sich schon das Risiko, ein KS zu
bekommen, etwa 20.000 hoéher liegt als bei der Normalbevolkerung, ist die
Inzidenz von KS unter den Subpopulationen der HIV-positiven sehr
unterschiedlich (Beral, 1991). Die am haufigsten Betroffenen sind HIV-infizierte
bi- und homosexuelle Manner. 15-25% von ihnen entwickeln im Laufe ihrer
Erkrankung ein KS (Kedes et al., 1997). Bei einer vertikal erworbenen HIV-
Infektion oder bei HIV-positiven Frauen hingegen ist das Risiko, ein KS zu
entwickeln, mit 1-3% weitaus geringer (Beral, 1991).

2.2.2 Krankheitshild

Die Erkrankung manifestiert sich typischerweise an der Haut oder an den
Schleimhauten der Nase, des Mundes oder des Anus. Die Lasionen erscheinen
als Maculae oder Papulae, die entweder rosa, braun oder rot gefarbt sind.
Manchmal kann es vor allem bei inguinalem oder periorbitalem Befall zu einer
schmerzhaften Gewebsschwellung kommen.
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Obwohl die Lasionen an der Haut entstellend sein konnen, sind sie in der Regel
nicht lebensbedrohlich. Wenn die Lasionen hingegen innere Organe befallen,
kann es durch das Auftreten von gastrointestinalen Blutungen oder pulmonal
bedingter Dyspnoe zu schweren oder gar zu lebensbedrohlichen Krankheits-
bildern kommen.

Histologisch sind Kaposi-Sarkome gekennzeichnet durch eine Proliferation von
sogenannten Spindelzellen, die nach heutigem Kenntnisstand endothelialen
Ursprungs sind, sowie durch begleitende inflammatorische Zellen (Boshoff et
al., 2002; Wang et al., 2004). Mittels in situ Techniken wurde HHV-8 in den
Spindelzellen lokalisiert (Boshoff et al., 1995; Li et al., 1996).

2.2.3 Unterschiedliche Formen des KS

2.2.3.1 Klassisches KS

Das klassische KS tritt bei Mannern im Alter zwischen 50 und 70 Jahren auf,
die entweder im Mittelmeerraum beheimatet oder jludischer Herkunft sind. Die
Patienten haben typischerweise eine oder mehrere Lasionen an den Beinen,
vor allem im Bereich der Kndchel oder FuRRsohlen. Die Lasionen nehmen nur
langsam an Grofe und Zahl zu. Durch die Lasionen kann es zum Abdricken
von Lymphgefalten mit daraus resultierenden schmerzhaften Lymphddemen
kommen. Nur sehr selten kommt es zum Befall innerer Organe.

2.2.3.2 Endemisches (afrikanisches) KS

Diese Form des KS betrifft Menschen, die in Zentralafrika leben. Diese
Erkrankung ist dort relativ haufig. 9% aller malignen Erkrankungen unter
ugandischen Mannern sind Kaposi-Sarkome. Klinisch ist es dem klassischen
KS sehr ahnlich, betrifft aber meist jingere Menschen. Auch bei dieser Form
erkranken haufiger Manner als Frauen (Ziegler et al., 2003). Eine Sonderform
des endemischen KS beféllt Kinder vor der Pubertat. Dieser Typ verlauft
aggressiv und schlief3t insbesondere den Befall von Lymphknoten und inneren
Organen mit ein. In den meisten Fallen fuhrt es innerhalb von 3 Jahren zum
Tode.

2.2.3.3 Erworbenes (Transplantations-assoziiertes) KS

Es tritt bei Patienten auf, deren Immunsystem aufgrund einer Organ-
transplantation medikamentds stark geschwacht ist. Die Inzidenz des KS ist bei
transplantierten Patienten 150 bis 200 mal hoher als in der Normalbevolkerung.
Bis zu 1% aller Organtransplantierten entwickeln ein KS. Auch diese Form
befallt meist nur die Haut, in seltenen Fallen kann es aber auch zum Befall
innerer Organe kommen.
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Das Transplantations-assoziierte KS tritt vor allem in jenen Gegenden auf, in
denen auch das klassische KS gehauft vorkommt. Im Unterschied zu anderen
bei Immunsuppression auftretenden Malignomen ist es beim Transplantations-
assoziierten KS nicht ungewodhnlich, dass es nach Aufheben der
immunsuppressiven Therapie zur vollstandigen Remission kommt.

2.2.3.4 Epidemisches KS

Das AlDS-assoziierte KS ist eine besonders aggressive und rasch progrediente
Form. Im Gegensatz zum klassischen KS tritt das epidemische KS meist
multizentrisch auf. Bei HIV-positiven Patienten, die sich mit HHV-8 infizieren, ist
die Wahrscheinlichkeit, in den nachsten 5-10 Jahren ein KS zu entwickeln, um
ein deutliches hoher als bei HIV-negativen HHV-8-Tragern, was zu der
Vermutung flhrt, dass HIV ein Kofaktor fur die Entwicklung eines KS ist
(Schulz, 2000). Mindestens jeder dritte Patient mit AlIDS-assoziiertem KS
erleidet einen lebensbedrohlichen Befall innerer Organe, meist des
Respirations- oder des Gastrointestinaltraktes (Tulpule et al., 2000). Als
Symptome treten Bauchschmerzen, Gewichtsverlust und blutige Durchfalle bei
gastrointestinalem Befall sowie Dyspnoe, Husten und Hamoptoe bei
respiratorischem Befall auf.

2.2.4 KSund HHV-8

Mittels in situ Techniken wurde HHV-8 in allen vier Formen des KS sowohl in
den vaskularen Endothelzellen als auch in den Spindelzellen nachgewiesen
(Chang et al., 1994; Dupin et al., 1995; Chang et al., 1996). Es gilt somit als
notwendiger Faktor fur die Entstehung eines KS. Wahrscheinlich sind jedoch
noch einige andere Faktoren entscheidend fur die Entstehung eines KS.

2.3 Primare Erguss Lymphome

Primare Erguss Lymphome (engl. primary effusion lymphoma, PEL) gehoéren zu
den AIDS-assoziierten Non-Hodgkin-Lymphomen. Sie proliferieren als Aszites,
Pleura- oder Perikard-erguss, bilden normalerweise keine Tumoren und haben
den Phanotyp maligner Plasmazellen (Jenner et al.,, 2003). In den meisten
Fallen treten sie bei HIV-positiven Patienten auf, die bereits an einem KS
erkrankt sind. Die mittlere Uberlebenszeit betragt 5 Monate.



Einleitung 10

2.4 Multizentrische Castlemansche Erkrankung

Die Castlemansche Erkrankung ist ein seltenes Krankheitsbild, das sich in der
lokalen Form durch Befall meist eines mediastinalen Lymphknotens oder in der
multizentrischen Form durch Befall mehrerer Lymphknotenstationen,
generalisierter Lymphadenopathie und systemischen Manifestationen mit
B-Symptomatik aulert. Bei der multizentrischen Form (engl. multicentric
Castleman disease, MCD) konnte bei 100% der HIV-assoziierten und bei 50%
der nicht HIV-assoziierten Falle HHV-8 nachgewiesen werden (Soulier et al.,
1995). Eine besondere Rolle in der Pathogenese spielt wahrscheinlich IL-6, das
systemisch in hohen Konzentrationen nachweisbar ist und mit dem klinischen
Verlauf korreliert. HHV-8 kodiert ein virales Homolog zum zellularen IL-6, das
gleichfalls systemisch nachweisbar ist (Haas, 1997).

2.5 CDC-Stadieneinteilung der HIV-Infektion und AIDS-Fall-
definition von 1993

Die im Jahre 1993 von den Centers for Disease Control (CDC) veroffentlichte
Stadieneinteilung der HIV-Infektion und AIDS-Falldefinition enthalt sowonhl
klinische als auch labordiagnostische Kategorien.

Die drei klinischen Kategorien setzten sich aus der Kategorie A, die einer
asymptomatischen oder akuten HIV-Infektion oder persistierenden
generalisierten Lymphadenopathie (LAS) entspricht, der Kategorie B und der
Kategorie C zusammen. Die Kategorie C enthalt alle von der WHO seit 1987 als
AIDS-definierend bezeichnete Erkrankungen wie z.B. Pneumocystis jiroveci
Pneumonie, generalisierte Infektionen mit dem Zytomegalievirus (CMV) oder
Malignome wie z.B. das Kaposi-Sarkom. Die Kategorie B beinhaltet alle
Krankheitssymptome oder Erkrankungen, die nicht in die AIDS-definierende
Kategorie C fallen, die aber dennoch der HIV-Infektion ursachlich zuzuordnen
sind oder auf eine Storung der zellularen Immunabwehr hinweisen. Hierunter
fallen somit unter anderem die orale Haarleukoplakie, periphere Neuropathien
oder oropharyngeale Candida-Infektionen.

Als labordiagnostisches Einteilungskriterium gilt die CD4-Lymphozyten Zellzahl
(pro ul). Hierbei wurde eine Einteilung in drei Gruppen vorgenommen: Gruppe 1
entspricht einer CD4-Zellzahl > 500/pl, Gruppe 2 einer CD4-Zellzahl zwischen
200 und 499/ul, und Gruppe 3 einer CD4-Zellzahl < 200/ul.

10
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2.6 Onkogene Potenz von HHV-8

Aufgrund der engen Verwandtschaft mit EBV (einem onkogenen Virus) und die
Assoziation mit mindestens zwei menschlichen Tumoren hat man schon bei
seiner Entdeckung vermutet, dass HHV-8 transformierende Potenz besitzt. Bei
der Sequenzierung wurden mehrere Gene mit zellularen Homologen entdeckt,
die eine potentielle Rolle bei der malignen Transformation besitzen. Diese
viralen Gene haben strukturelle Homologien zu zellularen Wachstumsfaktoren
(vIL-6), anti-apoptotischen Proteinen (vBcl-2), Apoptose-regulierenden Pro-
teinen (VFLIP) und Regulatoren des Zellzyklus (v-Cyclin) (Direkze et al., 2004).

2.7 Bedeutung der Viruslast bei Herpesvirusinfektionen

Die acht humanpathogenen Herpesviren besitzen die Gemeinsamkeit, meist ein
Leben lang in der Wirtszelle zu persistieren und durch bestimmte Ausloser
reaktiviert zu werden. Besonders bei Immundefizienten wie z.B. HIV-Infizierten
im AIDS-Stadium oder hamatoonkologischen Patienten kann solch eine
Reaktivierung zu schwerwiegenden Folgen bis hin zum Tode fuhren. Zu
schweren Komplikationen kdonnen vor allem Infektionen mit CMV und EBV
fuhren. Daher ist die fruhzeitige Diagnosestellung entscheidend. Beispielsweise
ist bei der schwersten Form einer CMV-Infektion, der interstitiellen Pneumonie
z.B. nach Knochenmarktransplantation, eine Therapie bei manifester Erkran-
kung kaum erfolgsversprechend. In den letzten Jahren sind Einsichten in die
Pathogenese dieser Virusinfektion gewonnen worden, die zur Entwicklung
neuer diagnostischer und therapeutischer Konzepte fuhrten, bei denen die
engmaschige Uberwachung und Frihintervention durch Gabe des
Nukleosidanalogs Ganciclovir im Mittelpunkt stehen. Die Methode der
quantitativen Viruslastbestimmung hat sich hierbei als sehr hilfreich gezeigt: Mit
Hilfe der Viruslast lasst sich sowohl frihzeitig eine Reaktivierung als auch der
Schweregrad der Erkrankung beurteilen (Chen et al., 2004).

Die bei Knochenmarktransplantationen von Kindern gefurchtete Post-Trans-
plantations-Lymphoproliferation (post-transplant lymphoproliferative disease,
PTLD) ist oft mit dem raschen Anstieg der Viruslast des EBV assoziiert. Durch
Messung der Viruslast ist eine Pravention bzw. rasche Intervention maoglich
(Smets et al., 2002).

Beim Nasopharynx-Karzinom, einer mit EBV assoziierten Neoplasie, kann die
Viruslastbestimmung von EBV als Monitoring und als Prognosefaktor
angewandt werden (Lin et al., 2004).

11
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2.8 Fragestellung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine quantitative PCR mit Hilfe der TagMan®-
Technik fur HHV-8 entwickelt werden. HHV-8, das in der Pathogenese des KS,
MCD und PEL eine entscheidende Rolle spielt, sollte in peripheren mono-
nuklearen Blutzellen (PBMC) HIV-infizierter Patienten quantitativ bestimmt
werden. Die HHV-8 Viruslast sollte anschlieend mit der HIV Viruslast, der
CD4-Zellzahl und der anti-retroviralen und virostatischen Therapie korreliert
werden.

12
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3 Material und Methoden

3.1 Geréate und Materialien

3.1.1 Gerate

ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection System (7700 SDS) (PE Applied
Biosystems, Weiterstadt)

Power Macintosh 4400
Software ,Primer Express” (PE Applied Biosystems, Weiterstadt)
MicroAmp® Optical Caps (PE Applied Biosystems, Weiterstadt (N8010-0935))

MicroAmp® Optical 96-well Plate (PE Applied Biosystems, Weiterstadt (N8010-
0560))

Photometer Gene Quant Il (Pharmacia/LKB, Freiburg)
Vortexer (IKA-Labortechnik, Staufen i.Br.)

3.1.2 Reagenzien
2x Tagman Universal PCR-Mastermix (PE Applied Biosystems, Weiterstadt)

Proben: DNA-Extrakte aus humanem Blut (zur Verfigung gestellt von Dr.
Oktavian Schatz, Infektionslabor, Medizinische Poliklinik, LMU
Mdunchen)

Primer: Primer 1 (HHV8VP23for): 5° GCT AGC AGT GCT ACC CCC ATT 3’
Primer 2 (HHV8VP23rev): 5° GGT CAA ATC CGT TGG ATT CG 3’

(GIBCO BRL - life Technologies, Karlsruhe)

Sonde (HHV8VP23S): 5" AGC CGA AAG GAT TCC ACC ATT GTG C 3’ (PE
Applied Biosystems, Wertheim)

Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Control Kits for Human Large
Ribosomal Protein (Perkin Elmer, Wertheim)

QlAamp Blood Mini Kit (250 QlAamp Spinsaulen, QIAGEN Proteinase K,
Reagenzien, Puffer und Collection Tubes (2 ml)) (Quiagen, Hilden)

Magnesiumchlorid 25 mM (Merck, Darmstadt)

13
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3.2 DNA Isolierung

FUr die Extraktion der DNA wurden 200 pl EDTA-Blut HIV-positiver Patienten
(freundlicherweise von Prof. Johannes Bogner und Prof. Detlev Goebel,
Infektionslabor der Medizinischen Poliklinik, LMU Mdudnchen zur Verfugung
gestellt) eingesetzt. Sie wurden nach dem Protokoll fir den QlAamp Blood Mini
Kit (Quiagen, Hilden) behandelt.

20 pl QUIAGEN Protease-Stammlosung wurden in einem 1,5 ml Reaktions-
gefaR mit 200 pl EDTA-Blut vermengt, 200 pl Buffer AL zur Probe
hinzugegeben und anschliefend fur 10 min bei 56°C inkubiert. Danach wurden
200 pl 2-Propanol hinzugegeben und das Gemisch auf die QlAamp Spinsaule
pipettiert. AnschlieBend wurde fur 1 min bei 6000 x g zentrifugiert und das
Gemisch je einmal mit Waschpuffer AW1 und AW2 gewaschen, nach jedem
Waschschritt zentrifugiert und daraufhin 200 yl AE Buffer zur Elution der DNA
auf die Saule hinzugefugt.

Die DNA-Proben wurden bei -20°C gelagert.
3.3 TagMan® Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.3.1 Methoden der Quantifizierung von Viren

In Abhangigkeit von der zu untersuchenden Probe (Gewebeprobe, Korper-
flussigkeiten) gibt es verschiedene Methoden, die Viruslast zu bestimmen
(Boeckh et al., 1998).

Mithilfe viraler Kulturtechniken werden Fibroblasten mit der zu untersuchenden
Probe infiziert, wobei die infizierten Fibroblasten sogenannte Plaques bilden. Je
nach Ausgangskonzentration der Viruslast bilden sich bestimmte Mengen von
Plaques, die mikroskopisch ausgezahlt werden.

Durch Antigendetektionsassays kénnen in Zellkulturen mithilfe monoklonaler
Antikorper, die gegen bestimmte Antigene des Virus gerichtet sind, infizierte
Zellen markiert und quantifiziert werden.

Die Real-time Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction = PCR)
eroffnet ganz neue Mdoglichkeiten in der Quantifizierung von Nukleinsauren.
Bisher beschrankte man sich bei der quantitativen PCR-Analyse entweder auf
die bloRe Abschatzung der Amplifikat-Mengen aus der Gelelektrophorese oder
es wurden mehrere Ansatze in Gegenwart einer konkurrierenden Kompetitor-
Amplifikation durchgefihrt, um das Target gegen die bekannte Kompetitor-
menge auszutitrieren. Die mittels Fluoreszenzmessung mogliche kontinuierliche
Bestimmung der Amplifikatmenge erlaubt eine viel einfachere Bestimmung der
Templatemenge.

14
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Es gibt verschiedene Moglichkeiten, um reaktionsabhangig fluoreszente Signale
zu erzeugen. Am einfachsten ist die Verwendung eines Farbstoffes, der an
doppelstrangige DNA bindet und dann fluoresziert (Ethidiumbromid, SYBR
Green). Daneben gibt es die Methode der benachbarten Hybridisierung, bei der
zwei Oligonukleotide nebeneinander oder gegenuber hybridisiert werden (z.B.
LightCycler®). Die Messung erfolgt hier (iber die Fluoreszenz des
Akzeptorfarbstoffes. Eine weitere Form der Hybridisierungssonden sind die
Molecular Beacons, die an ihren Enden selbstkomplementare Enden und ein
Fluorophor/Quencher-Paar tragen, so dass sie in Abwesenheit einer
komplementaren Sequenz in einer gefalteten Stem-Loop Struktur vorliegen und
erst mit einem entsprechenden Target ein Fluoreszenzsignal liefern.

Eine weitere Form der sogenannten “Real-time PCR* ist die TagMan® PCR, die
in unserer Arbeit angewandt wurde.

3.3.2 Das Prinzip der PCR

Die Mitte der Achtziger Jahre von Mullis (Mullis et al., 1987) entwickelte
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine sehr schnelle und sensitive Methode
zur in vitro Amplifizierung spezifischer DNA-Abschnitte und ermdglicht somit die
Detektion kleinster DNA-Mengen.

Das Prinzip der PCR basiert auf der enzymatischen Vermehrung eines
bestimmten DNA-Abschnittes, der zwischen zwei Startersequenzen, den
sogenannten Primern, liegt. Die Basenabfolge der beiden Primer muss
komplementar zur amplifizierenden DNA-Sequenz sein. Binden die Primer an
die komplementaren DNA-Abschnitte, katalysiert die Tag-DNA-Polymerase die
in vitro DNA-Synthese (Abb.2).

15



Material und Methoden 16

Denaturierung bei
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Abb. 2. PCR Prinzip: Die DNA-Synthese erfolgt in drei Schritten: Jeder Zyklus besteht aus
1) einem Denaturierungsschritt, bei dem die DNA durch Erhitzen auf 95°C denaturiert
wird und bei dem durch das Halten dieser Temperatur fir kurze Zeit (etwa 5-30 sec)
Einzelstrange gebildet werden, 2) einem Hybridisierungsschritt, in dem die beiden
Primer bei einer fir den Primer bzw. das Primerpaar optimalen Temperatur (etwa 55—
65°C) an den jeweils komplementaren Strang binden (Annealing), und 3) einem
Syntheseschritt, wahrenddem der zwischen den Primern liegende DNA-Abschnitt
mithilfe der DNA-Polymerase und der im Reaktionsmix vorhandenen
Desoxyribonukleotide selektiv synthetisiert wird.

3.3.3 Das Prinzip der Real-time TagMan®PCR

In vielen Fallen ist eine Quantifizierung der Ausgangstemplatemenge nétig, z.B.
in unserem Falle bei der Virusquantifizierung. Daher war man bemuht, einen
sogenannten homogenen Assay zu entwickeln, bei dem Amplifikation und der
Nachweis des PCR-Produkts simultan in einem Reaktionsgefal® ermoglicht
werden. Dies gelang erstmals 1991 mit dem von Holland und Mitarbeitern
beschriebenen 5°-Nuklease PCR-Assay unter Ausnutzung der 5’-Exonuklease-
aktivitdt der Tag-Polymerase zur Detektion der sequenzspezifischen Ampli-
fikation (Holland et al., 1991).
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Bei dieser sogenannten Real-time PCR wird wahrend der Amplifikation ein
Fluoreszenzsignal erzeugt, das proportional zur Zunahme des PCR-Produktes
ist. Die dabei verwendete Sonde (TagMan® Sonde = “Probe®) ist ein
Oligonukleotid mit einer Sequenz komplementar zum amplifizierenden
Fragment. Die Sonde ist an ihren Enden mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen,
einem Reporter und einem Quencher, konjugiert. Der fluoreszierende
Reporterfarbstoff (ein Fluoreszein-Derivat) ist kovalent an das 5°-Ende der
Sonde geknupft. Den unterschiedlichen Reporterfarbstoffen steht jeweils der
Quencher-Farbstoff (ein Rhodamin-Derivat) gegenuber. Der Quencher wird
uber ein Linker-Arm-modifiziertes-Nukleotid (LAN) an das 3'-Ende der Sonde
gebunden.

Forward
Primer

R Probe Q

i ———
Reverse
Frimer

Ferward

: R
Primer Prebe Q

-  ————
Reverse
Primear

1‘1:#'
Forward o T o Probe Q

Primer

R -

-l i SRS sy Enazane e e ——
Reverse
Primer

Abb. 3. Das Prinzip der TagMan® PCR

Wird die intakte Sonde bei einer spezifischen Wellenlange von 488 nm zur
Fluoreszenz angeregt, so wird die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs
aufgrund der raumlichen Nahe zum Quencher unterdrickt. Wahrend der PCR
hybridisiert die Sonde mit den Primern zunachst an den Matrizen-Strang. In der
Extensionsphase ftrifft die Tag-Polymerase nun auf die Sonde und beginnt sie
zu verdrangen. Es entsteht eine Y-formige Sekundarstruktur, wodurch die 5°-3'-
Exonuklease-Aktivitat der AmpliTag-DNA-Polymerase aktiviert und die Sonde
geschnitten wird. Reporter und Quencher werden raumlich getrennt und man
erhalt ein Lichtsignal vom Reporter (Abb.3). Freie, nicht hybridisierte Sonde
wird hingegen nicht hydrolysiert. Da in jedem Zyklus neue Reporter- Molekule
freigesetzt werden, steigt die Fluoreszenz proportional zur Anzahl
synthetisierter PCR-Produkte an.
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3.3.4 Sondendesign

Um eine mdglichst optimale TagMan® Sonde auszuwihlen, miissen bestimmte
Faktoren berlcksichtigt werden, die mit Hilfe einer von PE Applied Biosystems
angebotenen Software ,Primer Express* erleichtert werden kdnnen.

Damit es zu einer Hydrolyse der Sonde durch die 5°-3’-Exonuklease-Aktivitat
der AmpliTag-DNA-Polymerase kommen kann, muss die Sonde zuvor stabil an
die Zielsequenz hybridisiert werden. Um dies zu erreichen, sollte z.B. der GC-
Gehalt der Sonde etwa 50% betragen (20-80% reprasentieren die untere bzw.
obere Grenze), mehr als drei Nukleotide eines Typs (insbesondere keine Poly-
G-Bereiche) in Folge vermieden werden und zudem auch keine Kom-
plementaritat zu den beiden PCR-Primern bestehen.

Um eine ausreichende Spezifitdt zu erzielen, sollte die optimale Lange der
Sonde ca. 20-30 Nukleotide betragen. Die Platzierung der Sonde innerhalb des
Amplikons kann Uberall zwischen den beiden Primer-Sequenzen erfolgen. Das
5-Ende der Sonde sollte idealerweise relativ nahe beim 3°-Ende des PCR-
Primers liegen, wobei eine Uberlappung der beiden Sequenzen nicht erlaubt ist.

Schliel3lich wurde mit Hilfe einiger Datenbanken sichergestellt, dass die
Sequenzen der Sonde und auch der Primer keine signifikanten Homologien mit
anderen bekannten Nukleotidsequenzen aufweisen.

3.3.5 Primerdesign

Besonders gute Ergebnisse erzielt man bei einer Amplicon-Lange von ca. 75-
150 bp, die Lange der Primer sollte zwischen 18 und 30 Basen betragen. Des
weiteren sollte das Verhaltnis von G/C zu A/T im Primer kleiner 50% sein,
aufgrund moglicher unspezifischer Bindungen sollten Poly-T-Bereiche
vermieden werden.

3.3.6 Magnesium-lonen

Bei der TagMan® PCR kommt dem Magnesiumchlorid neben seiner Funktion
als essentiellem Kofaktor der AmpliTag-DNA-Polymerase eine weitere
Bedeutung fiur die Hohe eines positiven Signals zu, da es einen grof3en Einfluss
auf die effiziente Anbindung der Sonden wahrend der Annealing/Extensions-
Reaktion besitzt.
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3.3.7 Das ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection System (7700 SDS)

Das 7700 SDS besitzt einen eingebauten Thermocycler. Uber jeder Thermo-
cycler-Position befindet sich eine Linse, die den Lichtstrahl in das jeweilige
Reaktionsgefall weiterleitet.

Die Fluoreszenzanregung erfolgt mittels eines Argonlasers (488 nm), dessen
Strahl Uber einen dichroiden Spiegel zunachst auf einen Multiplexer gelenkt
wird, der wiederum Uber 96 Lichtleiter mit dem optischen Heizdeckel des
Thermocyclers verbunden ist. Jeder der Lichtleiter endet Uber einer der 96
Linsen. Von jeweils einer der Linsen fokussiert, dringt der Laserstrahl in das
geschlossene Reaktionsgefal® ein und regt dort die Fluoreszenzemission an,
welche den Thermocycler wieder Uber jeweils den selben optischen Leiter
verlasst. Da die Fluoreszenz eine andere Wellenlange besitzt als der
Laserstrahl, wird sie vom dichroiden Spiegel reflektiert, Uber eine Linse erneut
fokusiert, auf einen Spektrographen geleitet und mittels einer CCD-Kamera
(charge coupled device = ladungsgekoppelte Halbleiterelemente) in ein
digitales Signal umgewandelt.

FUr die Analyse im geschlossenen Reaktionsgefal® werden spezielle, optische
ReaktionsgefaRe bendtigt, die keine stdérende Autofluoreszenz besitzen (z.B.
MicroAmp® Optical 96-Well Plate, PE Applied Biosystems). Die Steuerung des
Systems erfolgt vollstandig Uber einen Power Macintosh 4400.

Das Signal einer TagMan® PCR reprasentiert die Veranderung in der
Fluoreszenz-Emission des Reporter-Farbstoffs aufgrund der Hydrolyse der
sequenzspezifischen Sonde.

3.3.8 Nested PCR

Da die AmpliTag-DNA-Polymerase Gold bereits bei Temperaturen von >55°C
eine signifikante Aktivitat besitzt, bietet es sich an, Annealing und Extension zu
einem Schritt zusammenzufassen und somit auf eine separate Extension bei
72°C zu verzichten. Neben einer hdoheren Spezifitat der PCR bei der Wahl von
héheren Annealing-Temperaturen hat die Nested PCR noch einen weiteren
Vorteil: Da die Extension bei einer Temperatur <72°C durchgefiihrt wird, hat die
AmpliTag-DNA-Polymerase einen positiven Einfluss auf die Bindung der Sonde,
so dass ihre Hydrolyse effizienter verlaufen kann.
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3.3.9 Primer und Sonde

Die Auswahl der Primer und Sonde erfordert einige grundlegende
Voraussetzungen, die bereits ausfuhrlich erlautert wurden (siehe 2.3.4 und
2.3.5). Unter Berlcksichtigung dieser Punkte erfolgte mittels der Software
.Primer Express® (PE Applied Biosystems, Weiterstadt) die Auswahl folgender
Oligonukleotide:

Name Sequenz (5°-3") Hersteller

HHV8VP23for (Primer 1) | GCT AGC AGT GCT ACC CCC ATT GIBCO BRL-life
Technologies,
Karlsruhe

HHV8VP23rev (Primer 2) | GGT CAA ATC CGT TGG ATT CG GIBCO BRL-life

Technologies,
Karlsruhe

HHV8VP23S (Sonde) VIC-AGC CGA AAG GAT TCC ACC ATT|PE Applied Bio-
GTG C-Tamra systems, Weiterstadt

Tabelle 1: Sequenzen der verwendeten Primer und Sonde

Die Sonde HHV8VP23S ist an ihrem 5°-Ende mit dem Reporter VIC, an ihrem
3’-Ende mit dem Quencher Tamra konjugiert.

3.3.10 Mastermix

Fir den TagMan® PCR-Ansatz wurde der vorgefertigte ,2x TagMan® Universal
PCR-Mastermix“ von Applied Biosystems (Weiterstadt) verwendet, zu dem
noch die DNA, Primer und Sonde hinzugegeben wurden und mit destilliertem
H>O auf 30 pl aufgefullt wurde.

Der Mastermix beinhaltet die AmpliTag-Gold-DNA-Polymerase, AmpErase
UNG, dNTPs mit dUTP, eine passive Referenz und einen angepassten Puffer
mit  Magnesiumchlorid. Die AmpliTag-Gold-DNA-Polymerase ist eine
modifizierte Form der rekombinanten AmpliTag-DNA-Polymerase, die bei
Raumtemperatur keine Aktivitat zeigt und zu ihrer Aktivierung anfanglich fur
10 Min. auf 95°C erhitzt werden muss und so die Bildung von Primer-Dimeren
verhindert. Zum Schutz vor Carryover-Kontamination bei der Pipettierung der
Ansatze ist dem Mastermix AmpErase UNG (Uracil-N-Glykosylase) hinzugefugt
worden. Bei Verwendung von dUTPs in den PCR-Reaktionen wird durch die
Glykosylase eingebautes UTP von Carryover-Kontaminationen in einem
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anfanglichen 50°C Schritt gespalten. Die anschliefenden 10 Min. bei 95°C
inaktivieren das Enzym, um in der folgenden PCR-Amplifikation nicht zu storen.

Als passive Referenz wurde der Farbstoff Rox hinzugegeben, der keinen
Einfluss auf die PCR hat und die Fluoreszenzfluktuationen in der
Normalisierung der Fluoreszenzsignale ausgleicht. Dieser normalisierende
Effekt geht folgendermalen in die Berechungen ein:

Rn-Wert: normalisiertes Reportersignal; Quotient der Emissions-Intensitat des
Reporterfarbstoffs dividiert durch die Emissions-Intensitat des passiven
Referenzfarbstoffs.

ARn-Wert: Weitere Schwankungen, die nicht auf dem PCR-abhangigen
Nukleaseverdau basieren, werden ausgeglichen, indem das binnen der ersten
PCR-Zyklen erstellte Hintergrundsignal vom jeweiligen Rn-Wert abgezogen
wird.

Cr-Wert: Der sogenannte Threshold Cycle entspricht der Zyklenzahl, bei der
zum ersten Mal ein Anstieg der Reporter-Fluoreszenz Uber die Grundlinie
erfasst wird.

3.3.11 HHV-8 TagMan® PCR fiir einen PCR-Ansatz mit 30 pl

Reagenzien Volumen [ul] Ausgangskonzentration
Steriles H,O 8,2

2Xx TaqMan® Universal PCR-Mastermix 15 2fach konzentriert
HHV8VP23for (Primer 1) 0,6 10 mM

HHV8VP23rev (Primer 2) 0,6 10 mM

HHV8VP23S (Sonde) 0,6 10 mM

Volumen Mastermix 25 ul

Tabelle 2: Mastermix fiir TagMan® PCR

Der gesamte Mastermix wurde gevortext und davon je 25 pul in Einzelansatze
(MicroAmp® Optical 96-Well Plate) aufgeteilt.

21




Material und Methoden 22

Reagenzien Volumen [pl] Bemerkung
Steriles H,O oder 5 Negativkontrolle
DNA Probe 5 Konzentration jeweils pho-

tometrisch bestimmt

Gesamtvolumen 30

Tabelle 3: Zugabe der Proben zum PCR-Mastermix

Das PCR Programm bestand aus folgendem 2-Schritt PCR-Mechanismus:

Schritt Temperatur [°C] | Dauer Bemerkung
UNG Verdau 50 2 min

AmpliTaq Gold Aktivierung |95 10 min

Denaturierung 95 15s 45 Zyklen
Annealing und Extension 60 1 min

Tabelle 4: Thermocycler-Programm fiir HHV-8 TagMan® PCR

3.3.12 Standardreihe

3.3.12.1 Plasmid

Fiar die quantitative Bestimmung der HHV-8 Konzentration mittels TagMan
PCR ist eine Kalibrierung dieses Systems mit DNA-LOosungen bekannter
Kopienzahl eine unabdingbare Voraussetzung. Als Referenz-/Standardmaterial
fur diese Bestimmung konnen Plasmide dienen, die ein spezifisches HHV-8
DNA-Fragment (in unserem Fall ORF 26) enthalten. Dieses Fragment kann
dann durch die jeweiligen Primer (in unserem Fall HHV8VP23for und
HHV8VP23rev) und Sonden (HHV8VP23S) nachgewiesen werden.

®

Plasmide konnen im Gegensatz zu genomischer DNA einfach in reiner Form
dargestellt und danach mittels UV-Spektroskopie quantifiziert werden. Das
Referenzplasmid fur den quantitativen Nachweis der HHV-8 DNA heil3t: Vektor
pR SET a mit eingebautem ORF 26.

3.3.12.2 Minor Kapsidprotein ORF 26

Das Gen ORF 26 (open reading frame 26) kodiert fir das Minor Kapsidprotein,
das nur in HHV-8 infizierten Zellen in der lytischen Phase exprimiert wird
(O’Neill et al., 1997).
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3.3.12.3 Kalibrierung

Die Kalibrierung erfolgte mit Hilfe einer sogenannten Standardreihe. Damit eine
Standardreihe effizient erstellt werden kann, sind mindestens funf Ver-
diinnungsstufen erforderlich, z.B. 100, 1000, 10*, 10°, 10° Kopien. Anhand der
Verdunnungsreihe kann eine Standardkurve mittels gemessener Cr-Werte
erstellt und die Ausgangsmenge der unbekannten Probe Uber die
Standardkurve bestimmt werden.

3.3.12.4 Spektralphotometrische Bestimmung der Plasmidkonzentration
Hierzu wurde die DNA-Menge der hochreinen Plasmidisolation (Vektor pR SET

a mit eingebautem ORF 26, freundlicherweise von PD Dr. Dr. J. Haas
bereitgestellt) bestimmt.

DNA-Molekule koénnen durch UV-Licht der Wellenlange 260 nm angeregt
werden. Diese Eigenschaft kann zur spektralphotometrischen Bestimmung der
Nukleinsdauremenge genutzt werden. Eine relative Absorption oder Optische
Dichte (OD) von 1 bei Anregung mit Licht der Wellenlange 260 nm entspricht
einer Konzentration an doppelstrangiger DNA von 50 ug/ml.

Zur Bestimmung der Plasmidkonzentration wurden insgesamt 4 ul Plasmid-
DNA mit 796 ul H,O gemischt und insgesamt achtmal 100 pl dieser Losung in
eine Quarzglaskuvette geflllt. Die Absorption bei 260 nm wurde an einem
Spektralphotometer (Photometer Gene Quant Il, Pharmacia /LKB, Freiburg)
gegen H,O gemessen. Der Mittelwert dieser 8 gemessenen Konzentrationen
lag bei 1,8 ug/ul und wurde als Ausgangswert eingesetzt.

3.3.12.5 Berechnung der Plasmidkopienzahl

Ausgehend von der photometrisch bestimmten Menge der Plasmid-DNA wurde
deren Kopienzahl wie folgt berechnet:

Durchschnittliches Molekulargewicht von Desoxy-Nukleosidmonophosphaten
(dNMP):
dAMP: 313,2 g/mol

dCMP: 289,2 g/mol
dGMP: 329,2 g/mol
dTMP: 304,2 g/mol
dNMP: 308,95 g/mol

23



Material und Methoden 24

Berechnung des Vektormolekulargewichtes:

Basenpaare des Vektors pR SET a: 2940
Basenpaare des Inserts ORF 26: 917
Basenpaare des Vektors mit Insert: 3857

Basenpaare des doppelstrangigen Vektors mit Insert: 7714
Molekulargewicht des Vektors mit Insert: 7714 x 308,95 g/mol =
2383240,3 g/mol

Stoffmenge [mol] der Plasmidlosung:

Spektralphotometrische Bestimmung der DNA-Menge: 1,8 pg/pl

1 mol doppelstrangiger Vektor mit Insert: 2383240,3¢g
1 g doppelstrangiger Vektor mit Insert: 4,19597 x 10" mol
1,8 ug doppelstrangiger Vektor mit Insert: 7,55274 x 10" mol

Umrechnung Stoffmenge zu Teilchenzahl (= Kopienzahl):
1 mol = 6,023 x 10% Teilchen (Avogadro-Konstante)
7,55274 x 10" mol = 4,54902 x 10" Kopien

Die Stammlosung des Plasmids enthalt also 1,8 ug DNA/uI, das entspricht
4,55x10"" Kopien/ul.

Zur Kalibrierung wurde aus dieser Stammlosung eine Verdlinnungs-/
Standardreihe mit 5x10° bis 5x10? Kopien pro Ansatz verwendet. Um Fehler
durch mogliche DNA-Abbauprozesse bei wiederholtem Einfrieren und Auftauen
zu vermeiden, wurden alle hergestellten Verdunnungen aliquotiert und maximal
zweimal aufgetaut.

3.3.13 Magnesium Titration

Bei der TagMan® PCR kommt dem Magnesiumchlorid (MgCl,) neben seiner
Funktion als essentiellem Kofaktor der AmpliTag-DNA-Polymerase Enzym-
funktion eine weitere Bedeutung fur die Hohe eines positiven Signals zu, da es
einen groRen Einfluss auf die effiziente Anbindung der Sonden wahrend der
Annealing-/Extensions-Reaktion besitzt. Dieser Einfluss ist umso starker, je
weiter Reporter und Quencher voneinander entfernt sind. Wahrscheinlich
nehmen Sonden in einer Mg(ll)-armen Reaktionsumgebung aufgrund
elektrostatischer Abstol3ung der negativen Ladungen der Phosphatreste des
Molekuls eine gestreckte Form an. Dadurch wirde der negative Einfluss des
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Abstands zwischen den Fluophoren auf den Quenching-Effekt zunehmen.
Durch Bindung von Mg(ll) kdnnen diese AbstoRungskrafte neutralisiert werden,
die Sonde gewinnt wieder an Flexibilitat und kann sich wieder falten. Dadurch
gelangen 5°- und 3'-Ende der Sonde wieder relativ in Nahe zueinander und ein
Quenching ist wieder mdglich. Daher wurde eine Titration durchgefuhrt mit
Magnesiumkonzentrationen zwischen 5 mM und 9 mM. Als Ausgangsldsung
wurde eine 25 mM Magnesiumchloridldsung (Merck, Darmstadt) verwendet.

3.3.14 Primer Titration

Zur Optimierung der Reaktionsergebnisse wurden zudem zwei unterschiedliche
Primerkonzentrationen (je 200 mM und 600 mM) verwendet.

3.3.15 Housekeeping Gene

3.3.15.1 Prinzip der Housekeeping Gene

Hierbei handelt es sich um Gene, die in allen Zellen exprimiert werden und die
fur Proteine kodieren, die fur die Erhaltung und Durchfihrung essentieller
zellularer Funktionen notwendig sind. Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
(G6PDH), B-Aktin, B2-Microglobulin (B2M) und Cyclophilin gehéren zu den am
haufigsten verwendeten endogenen Kontrollgenen (Thellin et al., 1999). Geht
man davon aus, dass diese Housekeeping Gene unabhangig vom Stimulations-
zustand in allen Zellen in annahernd gleicher Menge vorkommen, kann man
mittels einer im Handel erhaltlichen Standardreihe mit bekannter Genmenge
(z.B. Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Control Kits) mittels Real-time
PCR die unbekannte Genmenge einer DNA-Probe quantifizieren.

3.3.15.2 Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Control Kits

Hierbei handelt es sich um ein von Applied Biosystems entwickelten Fertig-Kit,
der das ,human acidic ribosomal protein® (Art. Nummer P/N 4310879 E)
detektiert. In ihm enthalten sind passende Primer und eine mit VIC markierte
Sonde. Die passende Kontroll-DNA wurde freundlicherweise von Dr. Hans
Nitschko (Max- von-Pettenkofer Institut, LMU Munchen) zur Verfugung gestellt.
Dabei wurde eine Standardverdunnungsreihe in 10er Schritten (analog der
Plasmid-Verdinnungsreihe) erstellt mit DNA-Kopienzahlen zwischen 2,2x10*
Geq/5pl und 2,2x10" Geq/5ul.

Als unbekannte Proben wurden insgesamt acht verschiedene Patientenproben
in jeweils doppelter Ausfuhrung mituntersucht.
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Mastermix fur einen PCR Ansatz mit 30 pl:

Reagenzien

Volumen [pl]

Ausgangskonzentration

Steriles H,O

7,5

2Xx TaqMan® Universal PCR-Mastermix 15

20x “human acidic ribosomal protein” Kit |2,5

2fach konzentriert

20 mM

Tabelle 5: Mastermix fiir TagMan® PCR mit , human acidic ribosomal protein® Kit

Der gesamte Mastermix wurde gevortext und je 25 ul in Einzelansatze
(MicroAmp® Optical 96-Well Plate) aufgeteilt.

Reagenzien Volumen [pl] Bemerkung

Steriles H,O oder 5 Negativkontrolle

DNA Probe 5 Konzentration jeweils pho-
tometrisch bestimmt

Gesamtvolumen 30

Tabelle 6: Zugabe der DNA-Proben zum PCR Mastermix

Das PCR Programm bestand aus folgendem 2-Schritt PCR Mechanismus:

Schritt Temperatur [°C] | Dauer Bemerkung
UNG Verdau 50 2 min

AmpliTaq Gold Aktivierung |95 10 min

Denaturierung 95 15s 45 Zyklen
Annealing und Extension 60 1 min

Tabelle 7: Thermocycler-Programm fiir TagMan® PCR mit ,, human acidic ribosomal

protein“ Kit
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3.3.16 Photometrische Ermittlung der zelluldren Kopienzahl

Ausgehend von der photometrisch bestimmten Menge der Human-DNA wurde
deren Kopienzahl wie folgt berechnet:

Durchschnittliches Molekulargewicht eines Basenpaares (bp):
1 bp: 660 g/mol

Berechnung des Durchschnittlichen Molekulargewichtes der Gesamt-DNA einer
Zelle:

Die Gesamt-DNA einer Zelle besteht aus 3,3 x 10° bp, somit liegt deren
Molekulargewicht bei 660 g/mol x 3,3 x 10°=2,18 x 10'? g/mol.

Stoffmenge [mol] der jeweiligen DNA-Probe:

1 mol doppelstriangiger DNA: 2,18 x 10" g
1 ug doppelstrangiger DNA: 4,59 x 10 mol

Umrechnung Stoffmenge zu Teilchenzahl (= Kopienzahl):
1 mol = 6,023 x 10% Teilchen (Avogadro-Konstante)

1 ug doppelstrangiger DNA enthélt 2,76 x 10° Basenpaare.

Spektralphotometrische Konzentrationsmessung:

Die spektralphotometrische Bestimmung der DNA-Menge erfolgte unter der
Annahme, dass 1 ODygp einer DNA-Konzentration von 50 ug/ml entspricht.

Bei einer gemessenen ODys = 0,6 betragt z.B. die DNA-Konzentration
0,6 x 50 pg/ml = 0,03 pug/pl.

Bei der verwendeten Beispiel-DNA-Probe waren 2,76 x 10° Kopien x 0,03 Mg/ul
= 8280 Kopien/ul DNA enthalten. Da pro Well jeweils 5 pl DNA-Probe
verwendet wurden, lagen hier 41 400 Kopien DNA und somit 20 700 Zellen vor.
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3.3.17 Lagerung der Substanzen

Substanz Temperatur [°C]
Standardldsung (aliquotiert) 10" - 10" Kopien -70
Standardl6sung (aliquotiert) 10° - 10" Kopien -20

Primer und Sonde (aliquotiert) -20

2X TaqMan® Universal PCR-Mastermix 4

Tabelle 8: Lagerung der Substanzen

3.4 Statistik

Das klinische Datenmanagement wurde unter einer in Microsoft® Excel 9.0
(Microsoft Corporation) aufgestellten Datenbank ausgefuhrt.

Die statistische Auswertung erfolgte nach Beratung im Institut fur Medizinische
Informationsverarbeitung, Biometrie und Epidemiologie (IBE) der LMU Minchen
mittels des Statistikprogramms SPSS® fir Windows 9.0 (SPSS Inc. Head-
quarters, Chicago, lllinois).

Genaue Angaben zu den verwendeten statistischen Verfahren sind im
Ergebnisteil an entsprechender Stelle zu finden. Da a priori nicht von einer
Normalverteilung der Daten ausgegangen werden konnte, wurde bei den somit
als nicht parametrisch bezeichneten, mindestens als ordinal vorliegenden Daten
fur den Vergleich von zwei unverbundenen Stichproben der U-Test nach
Wilcoxon, Mann und Whitney, fur den Vergleich von drei oder mehr unver-
bundenen Stichproben die Kruskal-Wallis-Analyse angewendet. Das Signi-
fikanzniveau wurde jeweils bei p = 0,05 festgelegt.

Zur Beurteilung des Zusammenhangs verschiedener nominaler Parameter
wurden Kreuztabellen gebildet, deren wesentliche Aussagen auch im Ergebnis-
teil genannt sind. Das statistische Testen der Haufigkeitsverteilungen von
nominal dichotomisierten oder trichotomisierten Variablen erfolgte mittels des
Vierfelder-y*-Tests (Chi-Quadrat-Test). Als Signifikanzniveau wurde analog des
Testens der anderen Parameter p = 0,05 gewahlt.

Die deskriptive Darstellung der Ergebnisse erfolgte in ausgewahlten Fallen
auch graphisch. Dabei wurden folgende Malizahlen in Boxplots dargestellt:
Median, 25. und 75. Perzentile (Quartilen), Minimum und Maximum.

Alle relevanten, nicht im Ergebnisteil dargestellten Daten sind im Anhang
tabellarisch abgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Entwicklung einer Real-time PCR zur Bestimmung der
HHV-8 Viruslast

4.1.1 Skalierte Farbintensitaten einer TaqMan®-Versuchsreihe

Im Rahmen dieser Arbeit wurden insgesamt 21 Versuchsreihen auf einem
TagMan® ABI PRISM™ 7700 Sequence Detection System durchgefuhrt.

Nach erfolgter Definierung der einzelnen Positionen einer Mikrotiterplatte,
Programmierung des Thermocyclers und Durchfuhrung der Amplifikation
erfolgte die Analyse der Rohdaten, wobei die Ergebnisse sowohl graphisch wie
auch numerisch aufgerufen werden konnten.

e B AL Al el S AP P

Abb. 4. Skalierte Farbintensitdten einer TagqMan® Versuchsreihe (96-well Platte)
(Originalausdruck ,ABI Prism Sequence Detection Systems 1.6.3“; P.E.Applied
Biosystems, Weiterstadt). Gelb markiert: NTC (= no template control =
Negativkontrolle = H,0). Rot markiert: Standard-Reihe (Konzentration: 1x10° Geg/ul-
1x10° Geg/pl bzw. 5x10° Geg/well- 5x10° Geg/well). Blau markiert: Proben
(Konzentration: in Geg/well). Die Farbintensitaten der Kreise sind skaliert und spiegeln
den Ry-Wert am Ende des PCR-Laufes fur die jeweilige Position wieder. Jede Probe
wurde in jeweils zwei nebeneinander liegende Wells pipettiert.

Bei den graphisch dargestellten Ergebnissen (Abb.4) erscheinen die Farb-
intensitaten der Kreise, die die jeweils belegten Positionen in der Mikrotiterplatte
symbolisieren, skaliert und spiegeln den R.,-Wert, d.h. den Wert des
normalisierten Reportersignals (Quotient der Emissionsintensitat des Reporter-
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farbstoffs dividiert durch die Emissionsintensitat des passiven Referenz-
farbstoffs) wieder. Die jeweils angegebenen Zahlen entsprechen den
berechneten Startkopienzahlen, bezogen auf 5 ul DNA.

4.1.2 Standardverdiunnungsreihe

4.1.2.1 Amplifikation

Die Darstellung der Amplifikation der Standardverdinnungsreihe des
Referenzplasmids (ORF26 im Vektor pR SET a) erfolgte in logarithmischer
Form (Abb.5).
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Abb.5. Typische Amplifikationskurven von ORF26-Standardverdiinnungen (Original-
ausdruck ,ABI Prism Sequence Detection Systems 1.6.3“; P.E.Applied Biosystems,
Weiterstadt). Der Ry-Wert minus dem Reporter-Signal vor der PCR, der sogenannte
AR,-Wert, wird fur die Standardproben in logarithmischer Form dargestellt. Jede
Konzentrationsstufe (von 5x10° Geg/well bis 5x10° Geg/well) wurde in doppelter
Ausfiihrung verwendet. Auf der x-Achse ist die Zykluszahl aufgefiihrt. Je héher die
Konzentration, desto eher erscheint ein Signal. Die Konzentrationsstufe 5x10°
Geg/well entspricht somit A3 und A4, die Konzentrationsstufe 5x10° Geg/well A10
und All. Als Threshold (Schwellenwert) wurde 4R, von 0,017 berechnet.
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4 .1.2.2 Standardkurve

H"'h
‘“h:.‘h‘

Abb. 6. Standardkurve der HHV-8 TaqMan® PCR: In der Standardkurve erscheinen die
Werte der zu Reaktionsbeginn als Standards gekennzeichneten Proben. Die
Standardkurve zeigt die Ci-Werte Uber den logN (natirlicher Logarithmus) der
Startkopienzahl. Beim Cy-Wert, dem sogenannten Threshold Cycle handelt es sich um
die Zyklenzahl, bei der zum ersten Mal ein Anstieg der Reporter-Fluoreszenz tber die
Grundlinie erfasst wird. Rechts neben dem Graphen werden die berechnete Steigung
(-3,927), der Y-Achsenabschnitt (44,004) und der Korrelationskoeffizient (0,997)
angegeben.

Ein Korrelationskoeffizient der Standardkurve von >0,98 wurde als Qualitats-
kriterium der Messungen herangezogen und nur Messungen, bei denen dies
der Fall war, wurden statistisch ausgewertet.

4.1.2.3 Primer- und Magnesiumtitration

Zur Optimierung der Reaktionsergebnisse wurden zwei unterschiedliche
Primerkonzentrationen, 200 mM und 600 mM je Probe, verwendet. Bei der
hdoheren Primerkonzentration kam es nur zu einer geringflgig besseren
Amplifizierung. Aufgrund maoglicher unspezifisch amplifizierter DNA-Segmente
bei hdheren Konzentrationen und aufgrund hoher Kosten fuhrten wir die Tests
mit einer Primerkonzentration von 200 mM durch.

Auch bei der Optimierung der Magnesiumkonzentration ergab die urspringliche
Konzentration (d.h. 5 mM) die gleichen Ergebnisse wie eine Magnesium-
konzentration von 9 mM, weswegen die ursprungliche Magnesiumkonzentration
von 5 mM in allen Versuchen beibehalten wurde.
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4.1.3 Negativkontrollen

Bei den Negativkontrollen handelte es sich um steriles, DNA-freies Wasser. Nur
wenn deren Werte unter dem errechneten Threshold liegen, kann der Versuch

als richtig durchgeflihrt betrachtet werden (Abb.7).
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Abb. 7. Negativkontrollen: In Abb. 7 wird der AR-Wert fir die Negativkontrollen (H,0)
dargestellt. Durch die Berechnung des ARn-Wertes werden weitere Schwankungen,
die nicht auf dem PCR-abhéngigen Nukleaseverdau basieren, ausgeglichen, indem
das binnen der ersten PCR-Zyklen erstellte Hintergrundsignal vom jeweiligen Rn-Wert
abgezogen wird. Alle Signale liegen unter dem bei 0,017 festgelegten Threshold und

sind somit unspezifisch.

4.1.4 Statistische Daten der HHV-8 Viruslastmessung

Von den 234 untersuchten Proben fielen 132 Proben positiv fir den HHV-8
TaqMan® PCR-Test aus, bei 102 Proben konnte keine HHV-8 DNA
nachgewiesen werden. Positiv bedeutete in diesem Fall > 0, auf das Festlegen
eines Cut-Off wurde verzichtet. Die ermittelte HHV-8 Viruslast betrug zwischen
1 Geq (HHV-8)/1x10* Zellen und 457 079 Geq (HHV-8)/1x10* Zellen, wobei der

Median bei 23 Geq (HHV-8)/1x10* Zellen lag.
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4.1.5 Bestimmung der eingesetzten Zellzahl mittels TagMan® PCR fiir
Housekeeping Gene

4.1.5.1 Ermittlung der zelluldren Kopienzahl mittels TagMan® PCR

Da bei der Isolierung der DNA-Proben aus peripherem Blut keine genaue
Messung der DNA-Konzentration erfolgte, war eine nachtragliche genaue
Quantifizierung notwendig. Hierzu bedienten wir uns der Tatsache, dass
sogenannte Housekeeping Gene wie zum Beispiel Glycerinaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase (GAPDH) oder ,human acidic ribosomal protein® in
jeder Zelle in derselben Konzentration vorkommen und somit unabhangig von
dem Aktivitatsgrad der jeweiligen Zellen sind.

Die quantitative Bestimmung der urspruinglichen Zellzahl jeder Patientenprobe
erfolgte mit Hilfe des Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Control Kit fiir
das ,human acidic ribosomal protein“. Hierfur wurden acht verschiedene,
willkirlich ausgewahlte Patientenproben untersucht und mithilfe einer
vorgefertigten Standardverdlnnungsreihe quantifiziert. Durch Erstellen einer
Standardkurve der Standardverdinnungsreihe (sieche ORF26 Standard-
verdunnungsreihe) und damit einer Gleichung fur die Standardkurve konnte die
DNA-Menge und somit die Ausgangskonzentrationen der Patientenproben
ermittelt werden. Dabei wurden die Ct-Werte der Standardreihe mit den Cr-
Werten der Patientenproben verglichen. Die Steigung der Standardkurve betrug
-3,917, der Korrelationskoeffizient lag bei 0,996.

4.1.5.2 Vergleich der spektralphotometrischen Konzentrationsmessung mit
der mittels TagMan® ermittelten zellularer DNA-Konzentration

Ingesamt wurden die Konzentrationen von acht verschiedenen DNA-Proben
sowohl mittels TagMan® als auch spektralphotometrisch bestimmt (siehe
Material und Methoden) und miteinander verglichen. Der flr die Beispielprobe
mittels TagMan® ermittelte Wert betrug 32 000 Kopien DNA pro well.

Graphisch wurde dieser Vergleich als Diagramm (Abb.8) aufgezeichnet, bei
dem die mittels TagMan® PCR ermittelte Human-DNA-Kopienzahl gegen die
spektralphotometrisch ermittelte ODygy aufgetragen wurden. Die berechnete
Steigung und somit der Korrelationskoeffizient betrug 1,0277x10°. Im
Anschluss konnte mit Hilfe des Korrelationskoeffizienten annahernd die
jeweilige DNA-Kopienzahl jeder Probe aus der gemessenen ODygy berechnet
werden.

Da jede humane Zelle zwei Kopien jedes Chromosoms enthalt, entsprach die
berechnete DNA-Kopienzahl dem zweifachen der in der Probe (d.h. 5pl)
enthaltenen Zellzahl. Die mittels TagMan® PCR ermittelte HHV-8 Viruslast
wurde auf eine Kopienzahl von 1x10* bezogen.
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Abb. 8. Bestimmung der Zellzahl mittels TagMan® PCR fiir das ,human acidic ribosomal
protein“: Messung mittels Spektralphotometer (angegeben in ODys) und mittels
TaqMan® (angegeben in Kopienzahl pro Probe)

4.2 Untersuchtes Patientenklientel

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 234 Blutproben von insgesamt 121
Patienten (106 mannlich, entspricht 87,6%; 15 weiblich, entspricht 12,4%)
ausgewertet, die von 1993 bis 1999 aufgrund einer nachgewiesenen HIV-
Infektion in der Infektionsambulanz und Tagesklinik der Medizinischen Poliklinik
der LMU Munchen (Leitung: Prof. Dr. med. Frank D. Goebel, Oberarzt: Prof. Dr.
med. Johannes Bogner) betreut wurden. Weitere schon bereits bekannte Daten
wie HIV Viruslast, CD4- und CD8-Zellzahl, Einnahme von (HA)ART oder von
gegen Herpesviren wirksamen Medikamenten (Aciclovir, Ganciclovir,
Foscarnet) wurden freundlicherweise von Prof. Dr. med. Johannes Bogner und
Dr. rer. nat. Oktavian Schatz zur Verfigung gestellt. In der Auswertung wurde
nicht berucksichtigt, dass von einigen Patienten mehrere Proben von unter-
schiedlichen Abnahmeterminen vorlagen. Jede Probe wurde somit zur
Vermeidung von unnétiger Unubersichtlichkeit aufgrund vieler sich auf die
Datenzusammenhange auswirkender Faktoren (wie z.B. Einnahme von HAART
zur Zeit der Probenentnahme) separat betrachtet.
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Von 234 Proben stammten 31 Proben von insgesamt 21 Patienten, die zur Zeit
der Probenentnahme oder in der Vorgeschichte an einem Kaposi-Sarkom
(kutan, pulmonal oder intestinal) erkrankt waren. Unter den 234 Proben konnte
in 101 Fallen keine HIV-RNA mittels PCR nachgewiesen werden, bei 133
hingegen lag die Kopienzahl {iber der Nachweisgrenze von 10%" Gegq/yl.

Bei 206 Proben handelte es sich um Proben von Patienten, die Uber
mindestens 12 Wochen lang vor der Probenentnahme und zumindest bis 4
Wochen vorher eine highly active antiretroviral therapy (HAART) eingenommen
haben; bei 28 Proben lag hingegen keine HAART-Einnahme vor. Da HAART
erst im Jahre 1997 eingefuhrt wurde und die Etablierung schrittweise vonstatten
ging, wurde auf eine Differenzierung zwischen der Einnahme von 1 oder 2
antiretroviral wirksamen Medikamenten (ART) und der Einnahme einer Dreier-
kombination (HAART) verzichtet.

Auf eine Differenzierung der Patienten bezlglich der HIV-Infektionsquelle in
Risikogruppen wie Drogenabhangige, Homosexuelle oder Blutprodukt-
Empfanger wurde aufgrund diesbezlglich fehlender Daten verzichtet.

Weitere statistische Daten werden im folgenden in den jeweiligen Abschnitten
aufgefuhrt.

4.2.1 Korrelation zwischen der HHV-8 Viruslast und der Kaposi-Sarkom
Inzidenz

Von den 31 Proben von Patienten mit einem Kaposi-Sarkom konnte in 20
Fallen HHV-8 mittels der TagMan® PCR detektiert werden, in 11 Fallen
interessanterweise hingegen nicht. Vergleicht man die HHV-8 Viruslast der KS-
Gruppe mit der HHV-8 Viruslast der Nicht-KS-Gruppe, so ergab sich kein
signifikanter Unterschied in der Hohe der Viruslast (p = 0,328; U-Test nach Wil-
coxon, Mann und Whitney).

HHV-8 — (n) HHV-8 + (n) Gesamt (n)
Kaposi-Sarkom - 91 112 203
Kaposi-Sarkom + 11 20 31
Gesamt (n) 102 132 234

Tabelle 9: Kreuztabelle: Kaposi-Sarkom Vorkommen (Kaposi-Sarkom +) bei HHV-8
negativen (HHV-8 -) und bei HHV-8 positiven (HHV-8 +) Patienten (Gesamt-
kollektiv)
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4.3 Korrelation zwischen der HIV-1 Viruslast und der HHV-8
Viruslast

Im folgenden wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen der
HHV-8 Viruslast und der HIV Viruslast gibt.

Die Abbildung 8 zeigt die Korrelation zwischen der HHV-8 Viruslast und der HIV
Viruslast. Patienten mit einer hohen HIV-1 Viruslast kdnnen sowohl eine
niedrige als auch eine hohe HHV-8 Viruslast haben. In der Abbildung sind nur
die Proben aufgefuhrt, bei denen sowohl HIV-1 als auch HHV-8 quantitativ
nachweisbar waren.
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Abb. 9. Korrelation zwischen der HIV-1 Viruslast und der HHV-8 Viruslast: gezeigt sind
nur die Proben, bei denen beide Viren quantitativ nachweisbar waren (Dot Plot)

Zur statistischen Auswertung wurde die HIV-1 Viruslast in drei Gruppen
unterteilt. Die Gruppierung erfolgte in einer aus der klinischen Diagnostik
ubernommenen Skalierung: Gruppe 1 bildeten die Proben mit einer nicht
nachweisbaren HIV-1 Viruslast (d.h. kleiner 500 Geg/ml), Gruppe 2 mit einer
HIV-1 Viruslast zwischen 500 bis 30.000 Geg/ml, und Gruppe 3 mit einer HIV-1
Viruslast grof3er als 30.000 Geg/ml.

Von den 234 Proben waren bekanntlich 132 Proben HHV-8 positiv. 53 davon
hatten keine nachweisbare HIV-1 Viruslast (Gruppe 1), weitere 53 besalen
eine niedrige HIV-1 Viruslast (Gruppe 2) und nur 26 der HHV-8 positiven hatten
eine hohe Viruslast (Gruppe 3). In der Vergleichsgruppe der HHV-8 negativen
Proben lag die Verteilung der HIV-1 Viruslast ahnlich: Unter den 102 Proben
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lagen 47 unter der Nachweisgrenze, 37 im Bereich der niedrigen HIV-1
Viruslast und nur 18 hatten eine hohe HIV-1 Viruslast.

Zwischen den beiden Viruslasten zeigte sich tendenziell eine leichte
Korrelation, die statistisch jedoch nicht signifikant war (p = 0,487; Kruskal-
Wallis-Analyse). Eine niedrige HIV-1 Viruslast schloss eine hohe HHV-8
Viruslast nicht aus. Somit kann man fir unsere Untersuchungsgruppe sagen,
dass ein bezuglich der HIV-1 Viruslast gut eingestellter Patient dennoch eine
hohe HHV-8 Viruslast haben kann.

4.3.1 Korrelation zwischen der HIV-1 Viruslast und der HHV-8 Viruslast in
Abhangigkeit von (HA)ART

Gesamt A Ohne (HA)ART , Mit HAART
457079 —_ i i

10994 { -~ . 1 —

2828 .
2484 .
2183
1449

400

HHV-8 Viruslast (Geq/10 000 Zellen)

300

200

100 1 .
0 1 T T T = T
<500 500-30000 >30000 <500 500-30000 >30000 <500 500-30000 >30000
HIV-VL (Geqg/ml)

p=0,475 p=0,676 p=0,467

*= zu geringe Fallzahl

Abb. 10. Einfluss der anti-retroviralen Therapie (HAART) auf den Zusammenhang
zwischen HIV-1 Viruslast und HHV-8 Viruslast (Box-and-Whisker-Plot)

Im Gesamtkollektiv der HHV-8 positiven Proben zeigte sich eine leichte
Tendenz einer Korrelation zwischen der HIV-1 Viruslast und der HHV-8
Viruslast (p = 0,475; Kruskal-Wallis-Analyse). Auch im Kollektiv der HHV-8
positiven Proben, die unter dem Einfluss von (HA)ART standen, war ersichtlich,
dass durchschnittlich die HHV-8 Viruslast bei hohen HIV-1 Viruslasten hoher ist
als bei Proben, bei denen HIV-1 mittels PCR nicht nachweisbar war (p = 0,467;
Kruskal-Wallis-Analyse). Besonders offensichtlich schien die Korrelation
zwischen hoher HIV-1 Viruslast und hoher HHV-8 Viruslast jedoch in der
Gruppe der HHV-8 positiven Proben zu sein, die nicht mit (HA)ART therapiert
wurden. Beim Vergleich der maximalen HHV-8 Viruslast der Gruppe 2 (HIV-1
Viruslast zwischen 500 bis 30.000 Geg/ml) mit 1449 Geq/10.000 Zellen und der
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Gruppe 3 (HIV-1 Viruslast Gber 30.000 Geg/ml) mit 457.097 Geq/10.000 Zellen
wurde die Tendenz ersichtlich. Aufgrund einer sehr niedrigen Fallzahl in der
Gruppe 1, d.h. der Gruppe, deren HIV-1 Viruslast in der PCR nicht messbar war
(nur 1 Probe vorhanden), war jedoch keine statistisch signifikante Aussage
mdglich (p = 0,676; Kruskal-Wallis-Analyse).

Zusammenfassend ist trotz einer fehlenden statistischen Signifikanz aus dem
Diagramm (Abb. 9) ersichtlich, dass besonders im Falle der Patientengruppe
ohne (HA)ART eine Tendenz zur Korrelation zwischen der HHV-8 Viruslast und
der HIV-1 Viruslast beobachtet werden konnte.

4.4 Korrelation zwischen der CD4-Zellzahl und der HHV-8
Viruslast

Die im Jahre 1993 von den Centers for Disease Control (CDC) veroffentlichte
Stadieneinteilung der HIV-Infektion enthalt sowohl klinische als auch labor-
diagnostische Kategorien (siehe Einleitung).

Die dort festgesetzte Unterteilung der CD4-Lymphozyten Zellzahl in drei
Gruppen wurde ubernommen.

Von den 234 Proben lag bei 77 Proben die CD4-Zellzahl unter 200/ul (= Gruppe
1) und bei 157 Proben Uber 200/ul, wobei davon bei 113 Proben die CDA4-
Zellzahl zwischen 200 und 499/ul (= Gruppe 2) und bei 44 Proben Uber 500/ul
(= Gruppe 3) ermittelt wurde.

Die hochste HHV-8 Viruslast wurde erwartungsgemafl bei einem Patienten
gemessen, dessen CD4-Zellzahl unter 200/ul lag.

Unter den 132 Proben, die HHV-8 positiv in der TagMan® PCR waren, gehérten
46 Proben der Gruppe 1, 57 der Gruppe 2 und 29 der Gruppe 3 an. Der Median
der HHV-8 Viruslast der Gruppe 1 lag bei 35 Geq/1x10* Zellen, die 75.
Perzentile bei 391 Geqg/1x10* Zellen, die 25. Perzentile bei 13 Geg/1x10*
Zellen.

In der Gruppe 2 waren 10994 Geq/1x10* Zellen der héchstgemessene Wert,
der Median betrug 32 Geq/1x10* Zellen, die 75. Perzentile 145 Geq/1x10*
Zellen und die 25. Perzentile 7 Geq/1x10* Zellen.

ErwartungsgemaR lag in der Gruppe 3 der Median nur noch bei 9 Geq/1x10*
Zellen, der Maximalwert lag bei 2183 Geq/1x10* Zellen, die 75. Perzentile bei
nur 31 Geg/1x10* Zellen und die 25. Perzentile bei 3 Geq/1x10* Zellen. Hierbei
zeigte sich, dass die CD4-Zellzahl negativ mit der HHV-8 Viruslast korrelierte
(p = 0,010, Kruskal-Wallis-Analyse). Dies bedeutet, dass durch eine zu-
nehmende Immunschwache im Verlauf einer HIV-Erkrankung neben der HIV-1
Viruslast auch die HHV-8 Viruslast ansteigt.
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Interessanterweise ergab neben der Trichotomisierung auch eine Dicho-
tomisierung der CD4-Zellzahl sowohl in eine Gruppe mit einer CD4-Zellzahl
kleiner 500/ul und in eine Gruppe gréRer 500/ul (p = 0,040, U-Test nach Wil-
coxon, Mann und Whitney) als auch in eine Gruppe mit einer CD4-Zellzahl
kleiner oder grofler 200/ul (p = 0,039, U-Test nach Wilcoxon, Mann und
Whitney) einen signifikanten Unterschied der HHV-8 Viruslast.

457097

HHV8-VL (Geq/10000 Zellen)

400
3004
200
100
0 1 1 —_
<200 200-500 >500
CD4 (/ul)

p=0,010

Abb. 11. Abhé&ngigkeit der HHV-8 Viruslast von der CD4-Zellzahl

Im gesamten Kollektiv, d.h. bei den HHV-8 positiven und negativen Proben, fiel
auf, dass die Verteilung der HHV-8 positiven Proben auf die drei CD4-Gruppen
keine Signifikanz bezuglich der Viruslast in Korrelation zur CD4-Zellzahl
aufwiesen (p = 0,26, Kruskal-Wallis-Analyse). Somit haben erwartungsgemaf
Patienten mit niedrigeren CD4-Zellzahlen eine hohere HHV-8 Viruslast.
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4.5 (HA)ART Therapie

4.5.1 Korrelation zwischen der (HA)ART Therapie und der HHV-8
Viruslast

Alle DNA-Proben von Patienten, die zur Zeit der Probengewinnung und
mindestens 12 Wochen vorher regelmallig Medikamente einnahmen, die die
HIV-1 Viruslast senken konnten, fielen in die Gruppe der Patienten mit (HA)ART
Therapie. Dabei wurde nicht differenziert, welche Medikamente eingenommen
wurden. Die einzige Bedingung war die Einnahme von einem (vor Einfuhrung
der HAART 1997) oder mehreren (HAART) anti-retroviral wirksamen Medi-
kamenten. Alle anderen Proben, somit auch Proben, deren Patienten anti-
retrovirale Medikamente weniger als 3 Monate eingenommen hatten, wurden zu
der Gruppe der nicht-therapierten Patienten gezahlt.

Eine direkte Wirkung von (HA)ART auf die HHV-8 Viruslast konnte nicht belegt
werden. Von insgesamt 234 Proben gehorten 102 zu der Gruppe, bei denen
kein HHV-8 nachgewiesen werden konnte, 132 hingegen zur HHV-8 positiven
Gruppe. Von den 102 HHV-8 negativen Proben erhielten 83 der ent-
sprechenden Patienten eine (HA)ART, 19 dagegen keine. 95 Proben der
HHV-8 positiven Gruppe standen unter Therapie, 37 hingegen waren therapie-
naiv. Statistisch betrachtet ergab sich keine Korrelation zwischen der Gruppe
mit (HA)ART und einer nachweisbaren HHV-8 Viruslast (p = 0,370, Chi-
Quadrat-Test nach Pearson), d.h. eine (HA)ART schliel3t eine nachweisbare
oder positive HHV-8 Viruslast nicht aus bzw. senkt die HHV-8 Viruslast nicht
unter die Nachweisgrenze.

Die anti-retrovirale Therapie in Form von HAART oder einer Mono-
/Zweifachtherapie hat einen Einfluss auf die CD4-Zellzahl. Im folgenden wurde
untersucht, inwieweit sich dieser Einfluss auch auf die HHV-8 Viruslast
auswirkt. Dabei erfolgte erneut eine Unterteilung der CD4-Zellzahlen in drei
Gruppen (siehe oben), die HHV-8 Viruslast wurde numerisch angegeben.

Ingesamt lagen 132 Proben vor, die in der TagMan® PCR positiv fir HHV-8
waren. Davon erhielten 95 (entspricht 72%) eine anti-retrovirale Therapie, 37
(28%) hingegen nicht.
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Abb. 12. Abhangigkeit der HHV-8 Viruslast von der CD4-Zellzahl bei Patienten ohne und
mit (HA)ART
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34 der Proben, die (HA)ART erhielten, hatten weniger als 200 CD4-Zellen/pl
(Gruppe 1), 34 Proben zwischen 200 und 499 CD4-Zellen/ul (Gruppe 2), und 27
Proben Uber 500 CD4-Zellen/ul (Gruppe 3). Der Median lag in der ersten
Gruppe bei 35 Geq/1x10* Zellen, bei 22 Geqg/1x10* Zellen in der 2. Gruppe und
bei 8 Geqg/1x10* Zellen in der 3. Gruppe. Der Maximalwert lag bei
10.994 Geq/1x10* Zellen und gehérte erstaunlicherweise nicht zur CD4-Zell-
zahlgruppe 1 sondern zur Gruppe 2. Der Unterschied der HHV-8 Viruslast
zwischen den drei CD4-Zellzahlgruppen war statistisch gesehen signifikant
(p = 0,017): Je niedriger die CD4-Zellzahl, desto hoher ist die HHV-8 Viruslast.

Von den 37 Proben, die (HA)ART-naiv waren, gehorten 12 zur CDA4-
Zellzahlgruppe 1, nur zwei zur Gruppe 2 und vier zur Gruppe 3. Der HHV-8
Viruslast-Median lag in der 1. Gruppe bei 73 Geq/1x10* Zellen, bei der 3.
Gruppe bei 20,5 Geq/1x10* Zellen. In der 2. Gruppe konnte aufgrund der
geringen Fallzahl von 2 Proben kein Median ermittelt werden. Ein Einfluss der
CD4-Zellzahl auf die HHV-8 Viruslast war in dieser Gruppe nicht signifikant
(p = 0,582).

4.6 Korrelation zwischen der Gabe von Virostatika und der
HHV-8 Viruslast

In vitro haben Aciclovir, Ganciclovir oder Foscarnet auch eine virostatische
Wirkung auf die Replikation von HHV-8. Daher suchten wir bei den
vorliegenden Proben nach einem moglichen Einfluss der oben genannten
Medikamente auf die HHV-8 Viruslast. Zur Gruppe der Proben von Patienten
mit virostatischer Therapie zahlten alle Proben der Patienten, die zur Zeit der
Probenentnahme oder bis maximal einen Monat vor Probeentnahme eines der
oben aufgefuhrten virostatisch wirksamen Medikamente eingenommen haben.
Zur Gruppe der nicht therapierten Proben alle anderen. Dabei wurde nicht
berucksichtigt, ob eine virostatisch wirksame Therapie mdglicherweise eine
langanhaltende (d.h. weit Uber die Dauer der Einnahmezeit) Wirkung auf die
HHV-8 Viruslast hat.

4.6.1 Aciclovir

Von den 234 Proben gehoérten 174 Proben zur Gruppe der Aciclovir-naiven
Patienten (Gruppe 1), 60 hingegen bekamen eine Aciclovir-Therapie (Gruppe
2). Von den 132 HHV-8 positiven Proben zahlten 30 zu den mit Aciclovir
therapierten, 102 Proben zu den nicht mit Aciclovir therapierten. Der Median der
Aciclovir-naiven Gruppe lag bei 24 Geq/1x10* Zellen, bei den mit Aciclovir
therapierten bei 20 Geq/1x10* Zellen. Die 75. Perzentile in der Gruppe 1 betrug
185 Geq/1x10* Zellen, die der Gruppe 2 158 Geq/1x10* Zellen. In den
Maximalwerten gab es einen gro3en Unterschied: In der 2. Gruppe lag er bei
1966 Geq/1x10* Zellen, in der ersten hingegen bei 457 079 Geq/1x10* Zellen.
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Eine Korrelation zwischen der Aciclovir-Therapie und der Hohe der HHV-8
Viruslast konnte nicht gezeigt werden (p = 0,820, Kruskal-Wallis-Analyse).
Somit hat Aciclovir in unserer Studie keinen signifikanten Einfluss auf die
HHV-8 Viruslast.

4.6.2 Ganciclovir

Unter den 132 HHV-8 positiven Proben erhielten nur 7 Ganciclovir (Gruppe 2),
d.h. 125 waren Ganciclovir-naiv (Gruppe 1). Der Median der Gruppe 1 lag bei
22 Geq/1x10* Zellen, der der Gruppe 2 bei 94 Geq/1x10* Zellen. Auch hier
zeigte sich keine statistisch signifikante Korrelation zwischen der Einnahme von
Ganciclovir und der HHV-8 Viruslast, d.h. auch Ganciclovir senkte in unserer
Studie nicht die HHV-8 Viruslast. Beim Betrachten der Mediane der beiden
Gruppen lag er bei der Gruppe, die Ganciclovir erhalten hatte, sogar hoher als
bei der naiven Gruppe.

4.6.3 Foscarnet

130 der HHV-8 positiven Proben waren Foscarnet-naiv, nur zwei Proben
gehorten zu Patienten, die mit Foscarnet zur Zeit oder bis maximal einen Monat
vor der Probenentnahme therapiert wurden. Somit war eine statistische
Aussage aufgrund einer zu niedrigen Fallzahl der Foscarnet-positiven Proben
nicht moglich.

4.6.4 Zusammenfassung

Keines der in vitro wirksamen Virostatika hatte in unserer Studie einen Einfluss
auf die HHV-8 Viruslast. Das als am ehesten wirksam beschriebene Foscarnet
konnte aufgrund einer zu niedrigen Fallzahl nicht ausreichend beurteilt werden.
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Abb. 13. Einfluss virostatisch wirksamer Medikamente auf die HHV-8 Viruslast
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4.7 Korrelation zwischen der Einnahme virostatischer/anti-
retroviraler Therapeutika und der KS-Inzidenz

Im folgenden wurde eine mogliche Korrelation zwischen der Einnahme
virostatischer oder anti-retroviral wirksamer Medikamente und des Auftretens
von Kaposi-Sarkomen untersucht. Dabei wurde sowohl das Gesamtkollektiv,
d.h. alle untersuchten Proben, als auch nur die in der TagMan® PCR fiir HHV-8
positiv ausgefallenen Proben untersuchen.

Im Gesamtkollektiv gab es 31 Proben von KS-Patienten, in der Gruppe der
HHV-8 positiven Gruppe hingegen nur 20 Proben. Somit konnte bei 11 Proben,
die klinisch gesichert mit HHV-8 infiziert waren, kein HHV-8 in der
durchgefuhrten PCR nachgewiesen werden.

4.7.1 Aciclovir

14 Patienten des Gesamtkollektivs mit einem Kaposi-Sarkom erhielten zur Zeit
der Probenentnahme eine Aciclovirtherapie, 17 der insgesamt 31 KS-Proben
hingegen nicht. Von 20 Patienten mit KS und positiver HHV-8 PCR erhielten nur
7 Aciclovir. In der Gruppe der HHV-8 positiven gab es keinen Zusammenhang
zwischen der Einnahme von Aciclovir und dem Auftreten eines KS. Beim
Gesamtkollektiv hingegen zeigte sich, dass die Patienten, die Aciclovir aufgrund
einer Erkrankung mit dem Herpes-Simplex-Virus (HSV) erhielten, auch haufiger
ein Kaposi-Sarkom entwickelten (p = 0,008; Chi-Quadrat-Test nach Pearson).

Aciclovir — (n) Aciclovir + (n) Gesamt (n)
Kaposi-Sarkom - 157 46 203
Kaposi-Sarkom + 17 14 31
Gesamt (n) 174 60 234

Tabelle 10: Kreuztabelle: Kaposi-Sarkom Vorkommen in Abhéangigkeit von Aciclovir
Kaposi-Sarkom Vorkommen (Kaposi-Sarkom +) bei Aciclovir therapierten (Aciclovir
+) und bei nicht-Aciclovir therapierten (Aciclovir -) Patienten (Gesamtkollektiv)
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4.7.2 Ganciclovir

27 Proben des Gesamtkollektivs gehorten zu Patienten, die ohne Ganciclovir
ein KS entwickelten, 4 dagegen entwickelten unter Ganciclovir ein KS

(p = 0,113).

Ganciclovir — (n) | Ganciclovir + (n) Gesamt (n)
Kaposi-Sarkom - 192 11 203
Kaposi-Sarkom + 27 4 31
Gesamt (n) 219 15 234

Tabelle 11: Kreuztabelle: Kaposi-Sarkom Vorkommen in Abhangigkeit von Ganciclovir
Kaposi-Sarkom Vorkommen (Kaposi-Sarkom +) bei Ganciclovir therapierten
(Ganciclovir +) und bei nicht-Ganciclovir therapierten (Ganciclovir -) Patienten
(Gesamtkollektiv)

Unter den Patienten mit positiver HHV-8 PCR erhielt nur ein Patient mit Kaposi-

Sarkom Ganciclovir, die restlichen 19 Patienten mit Kaposi-Sarkom waren

Ganciclovir-naiv (p = 0,948).

In beiden Kollektiven zeigte sich somit kein signifikanter Einfluss von
Ganciclovir auf die Entwicklung des Kaposi-Sarkoms.

4.7.3 Foscarnet

6 der insgesamt 31 Proben, die zu Patienten mit Kaposi-Sarkom gehodrten,
erhielten Foscarnet, 25 hingegen nicht. Eine statistische Auswertung mittels des
Chi-Quadrat-Testes nach Pearson ergab keinen Hinweis auf eine statistische
Signifikanz (p = 0,632).

Foscarnet — (n) Foscarnet + (n) Gesamt (n)
Kaposi-Sarkom - 200 3 203
Kaposi-Sarkom + 25 6 31
Gesamt (n) 225 9 234

Tabelle 12: Kreuztabelle: Kaposi-Sarkom Vorkommen in Abhéangigkeit von Foscarnet
Kaposi-Sarkom Vorkommen (Kaposi-Sarkom +) bei Foscarnet therapierten
(Foscarnet +) und bei nicht-Foscarnet therapierten (Foscarnet -) Patienten
(Gesamtkollektiv)
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Betrachtet man die Proben, die in der TagMan® PCR positiv fir HHV-8 waren,
zeigten sich ahnliche Zahlen: Unter den 130 Proben, die kein Foscarnet
erhalten haben, lag die KS-Rate bei 19, bei den 2 Proben mit Foscarnet gehorte
die eine zu einem Patienten mit KS und eine zu einem Patienten ohne KS. In
diesem Kollektiv hatte die Einnahme von Foscarnet ebenso keinen Einfluss auf
die Entwicklung eines KS.

4.7.4 (HA)ART

Zuletzt wurde der Einfluss von (HA)ART auf die Entwicklung eines Kaposi-
Sarkoms untersucht. Von den 31 Patienten mit Kaposi-Sarkom erhielten 25
eine (HA)ART-Therapie, nur 6 Patienten nicht (p = 0,174; Chi-Quadrat-Test
nach Pearson).

HAART — (n) HAART + (n) Gesamt (n)
Kaposi-Sarkom - 22 181 203
Kaposi-Sarkom + 6 25 31
Gesamt (n) 28 206 234

Tabelle 13: Kreuztabelle: Kaposi-Sarkom Vorkommen in Abhangigkeit von HAART
Kaposi-Sarkom Auftreten (Kaposi-Sarkom +) bei anti-retroviral therapierten
(HAART +) und bei nicht-anti-retroviral therapierten (HAART -) Patienten
(Gesamtkollektiv)
Von den in der quantitativen HHV-8 PCR 20 positiven Proben erhielten 15 eine
anti-retrovirale Therapie, 5 hingegen nicht. Auch in dieser Gruppe gab es
keinen signifikanten Einfluss von (HA)ART auf die Nichtentwicklung eines
Kaposi-Sarkoms (p = 0,108; Chi-Quadrat-Test nach Pearson). Somit war keine
Korrelation zwischen (HA)ART und der Entwicklung eines Kaposi-Sarkoms
nachzuweisen.
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5 Diskussion

5.1 Bestimmung der HHV-8 Viruslast mittels Real-time PCR

Die Real-time PCR wird in der medizinischen Diagnostik aufgrund ihrer
Schnelligkeit und Sensitivitat inzwischen haufig verwendet. Die Sensitivitat
betragt bis zu einzelnen Virus-Kopien (Kennedy et al., 1997).

Vor Betrachtung der Ergebnisse sollte man nicht auer Acht lassen, dass bei
asymptomatischen HHV-8 Tragern nur in 10 - 20% HHV-8 DNA mittels Nested
PCR im peripheren Blut Uberhaupt nachweisbar ist (Bigoni et al., 1996; Viviano
et al., 1997). Selbst bei der Primarinfektion ist nur in 10% der Falle eine Viramie
nachweisbar, die in etwa zeitgleich mit der Serokonversion auftritt (Goudsmit J.
et al., 2000).

Lallemand und Mitarbeiter beschrieben eine HHV-8 Viruslast zwischen 0 und
9.171 Kopien/10°® Zellen bei Patienten mit klinisch manifestem Kaposi-Sarkom
(Lallemand et al., 2000). Bei MCD-Patienten stellten sie signifikant hohere
Kopienzahlen fest, wobei die hochsten Werte bei klinisch symptomatischen
Patienten auftraten und bei Beschwerdertuckgang wieder sanken. Bei MCD sind
signifikant mehr Zellen lytisch infiziert, und die Virusreplikation ist hoher als bei
KS, welches die hohere Viruslast erklart (Katano et al., 2000).

Auch im Rahmen unserer Studie wurde die hochste HHV-8 Viruslast
(457.079 Geq/10* Zellen) bei einem Patienten gemessen, der an einem MCD
erkrankt war. Ein Verlauf der HHV-8 Viruslast konnte leider nicht erstellt
werden, da kurz nach Abnahme der ersten Probe der Patient an den Folgen
des MCD verstarb. Laut Lallemand und Kollegen korreliert bei MCD die HHV-8
Viruslast mit den klinischen Symptomen und konnte demnach als
Verlaufskontrolle angewandt werden (Lallemand et al., 2000).

5.1.1 Quantifikation der Zellzahl mittels Housekeeping Gene

Um die HHV-8 Viruslast der verschiedenen Patientenproben miteinander
vergleichen zu kénnen, war es ndétig, die Viruslast bezogen auf eine bestimmte
Zellmenge anzugeben. Die einfachste Methode, die Zellzdhlung, war nicht
moglich, da die Isolierung der DNA schon stattgefunden hatte. Somit musste
eine Methode gewahlt werden, die geeignet war, nachtraglich aus isolierter
DNA die Zellzahl zu bestimmen. Dies gelang mit Hilfe einer quantitativen PCR,
bei der das Housekeeping Gen fir das ,human acidic ribosomal protein®
gemessen wurde. Dabei ging man davon aus, dass bei allen Patienten die
Expression dieses Gens annahernd aquivalent war. Es wurde jedoch berichtet,

48



Diskussion 49

dass die Menge der Housekeeping Gene von Individuum zu Individuum
unterschiedlich sein kann (de Leeuw et al., 1989). Aulerdem kann die
Expression der Housekeeping Gene durch aul3ere Einwirkungen wie Medi-
kamente, z.B. Dexamethason oder Hypoxie beeinflusst werden (Goidin et al.,
2001; Zhong und Simons, 1999; Oikarinen et al., 1991). In Ermangelung
anderer validerer Verfahren musste in der vorliegenden Studie die Zellzahl
mithilfe des Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Control Kit fiir das
,human acidic ribosomal protein“ ermittelt werden.

5.2 Einfluss der HHV-8 Viruslast auf die KS Inzidenz

In einer im Jahre 2002 durchgefihrten Studie an 20 HHV-8 und HIV-positiven
Patienten wurde festgestellt, dass die Remission bei KS mit einer Senkung der
Viruslast assoziiert ist (Gill et al., 2002). In unseren Untersuchungen konnten
wir keinen Zusammenhang zwischen der HHV-8 Viruslast und dem Auftreten
von Kaposi-Sarkomen finden. In einigen Proben von Patienten mit klinisch
manifestem Kaposi-Sarkom konnten wir HHV-8 mittels TagMan® PCR nicht
nachweisen. Bei schwerem Organbefall durch HHV-8 kann im peripheren Blut
HHV-8 gar nicht nachweisbar sein. Eine mogliche Erklarung hierflr kdnnte sein,
dass die Infektion von peripheren mononuklearen Zellen (PBMC) durch HHV-8
zyklisch erfolgt und die Viruslast im peripheren Blut entsprechend unduliert.
Eine andere Erklarung kdnnte aber auch darin liegen, dass die Virusreplikation
und -aktivitat nur lokal und nicht systemisch nachweisbar ist.

Madglicherweise lag es aber auch daran, dass in unserer Studie keine
Unterteilung der KS in klinische Stadien erfolgte. Campell und Mitarbeiter
stellten im Jahre 2000 in einer in Simbabwe durchgefiuhrten Studie fest, dass
das KS-Stadium mit der HHV-8 Viruslast korreliert (Campell et al., 2000). Bei
einem KS in einem frihen klinischen Stadium war die Viruslast sehr niedrig
bzw. nicht detektierbar, bei weit fortgeschrittenem KS hingegen sehr hoch. Ein
weiterer wichtiger Unterschied bei der Durchfihrung der beiden Studien liegt
darin, dass die Patienten in unserem Falle im Gegensatz zu der afrikanischen
Studie meist unter (HA)ART oder unter virostatisch wirksamen Medikamenten
standen und sich diese auf die HHV-8 Viruslast auswirken kénnen (wenn auch
nicht statistisch signifikant).

Zu beachten ist jedoch, dass sich die Wirkung der Medikamente nur bei Zellen
zeigte, die sich in der lytischen Phase befanden. Auf latent infizierte Zellen
zeigte keines der Virostatika eine Wirkung (Medveczky et al., 1997). In vivo sind
aber die meisten Zellen in der latenten Phase und nur etwa 1-3% befinden sich
der lytischen Phase (Staskus et al.,1997).
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5.3 Einfluss der HIV-1 Infektion auf die HHV-8 Infektion

Unsere Studie beschrankte sich auf HIV-1-positive Patienten. Huang und
Kollegen berichteten, dass die Inzidenzrate von KS unter HIV-1-positiven
Patienten bis zu 100.000 fach hoher ist als in der Allgemeinbevadlkerung und bis
zu 300fach hoher als bei anderen immunsupprimierten Patienten ist (Huang et
al., 2001). Dieser Tatsache liegt zugrunde, dass mit HIV-1 infizierte Zellen
einige Zytokine bilden konnen, die die lytische Replikation von HHV-8
stimulieren kdnnen, und gleichzeitig kann diese Replikation durch anti-retroviral
wirksame Medikamente (Azidothymidin oder Indinavir) in vitro gehemmt werden
(Varhtakavi et al., 1999). Das von HIV-1 produzierte Tat Protein ist in der Lage,
den Rezeptor fur VEGF (vascular endothelial growth factor) zu aktivieren,
wodurch die Spindelzellen des KS stimuliert werden (Morini et al., 2000).
Zudem wurde beobachtet, dass Tat in der Lage ist, die durch Chemo-
therapeutika induzierte Zellapoptose HHV-8 infizierter Zellen zu verhindern
(Deregibus et al., 2002). Obwohl HHV-8 und HIV-1 unterschiedliche Wirtszellen
befallen, gibt es auch Berichte daruber, dass HHV-8 infizierte B-Lymphozyten
auch mit HIV-1 infiziert werden konnen (Varthakavi et al.,, 1999).
Zusammengefasst bedeutet dies, dass HIV-1 die Replikation von HHV-8
stimulieren kann. Dennoch konnten wir nicht mit statischer Signifikanz zeigen,
dass dieser Effekt an der Hohe der jeweiligen Viramien erkennbar ist. Auch
Pellet und Mitarbeiter stellten keinen direkten Zusammenhang zwischen der
HHV-8 und der HIV-1 Viruslast fest (Pellet et al., 1999).

In einer in Gambia durchgefuhrten Studie zeigte sich, dass KS nur bei Patienten
auftrat, die mit HIV-1 infiziert waren. Das dort viel haufigere HIV-2 konnte nicht
mit dem Auftreten von KS assoziiert werden (Ariyoshi et al., 1998).

5.4 Einfluss der (HA)ART Therapie auf die HHV-8 Infektion

5.4.1 (HA)ART Therapie

5411 HAART versus ART

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht zwischen einer HAART Therapie und
einer Therapie mit nur einem oder maximal zwei anti-retroviral wirksamen
Medikamenten (ART) unterschieden, da bis zum Jahre 1996 die Monotherapie
mit AZT als Standard galt und zudem die Fallzahlen bei Trennung der
Therapiegruppen in HAART und ART (d.h. Mono- oder Bitherapie) weitaus
niedriger und somit die statistische Aussagekraft geringer gewesen ware
(Barlett et al., 1993). Klinisch betrachtet ware diese Unterteilung sicherlich von
groRem Interesse, denn schon 1993 war klar, dass die Monotherapie grol3e
Defizite  aufweist. In  einer britisch-franzésischen  Doppelblindstudie
(CONCORDE-Trial) erhielten 1749 asympto-matische HIV-Infizierte entweder
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taglich 1 g AZT oder Plazebo. Hinsichtlich Lebensalter, Geschlecht,
Risikogruppenzugehorigkeit, Anzahl der T-Helferzellen und Zeit zwischen
positivem HIV-Test und Behandlungsbeginn stimmten die Verum- und die
Plazebogruppe Uberein. Zwar verfligten die mit AZT behandelten Patienten
wahrend der dreijahrigen Studie Uber signifikant hdhere CD4-Helferzellen, es
fand sich jedoch kein Unterschied im klinischen Verlauf in beiden Gruppen. In
der Verumgruppe lebten nach drei Jahren 92%, in der Plazebogruppe 93% der
Patienten. In beiden Gruppen schritt die Krankheit bei jeweils 18% der
Patienten bis zu AIDS fort oder endete todlich. Die Anwendung von AZT alleine
schob demnach die Erstmanifestation der AIDS-Erkrankung oder des
sogenannten AIDS-related-complex nicht hinaus (Concorde Coordinating
Committee, 1994).

Seit EinflUhrung von HAART hingegen sank die Inzidenz von AIDS und die
Mortalitat rapide (CDC, 2000). Unter diesem Gesichtspunkt hatte auch die
Mdglichkeit bestanden, alle Proben vor 1996 - also auch die, deren Patienten
eine Monotherapie bekommen haben - zur Gruppe der Therapienaiven zu
zahlen.

5.4.1.2 Therapieerfolg

Der Therapieerfolg einer HAART Therapie lasst sich nach virologischen,
immunologischen und klinischen Kriterien beurteilen: Am frihesten erkennbar
ist meist der virologische Therapieerfolg bzw. das virologische Therapie-
versagen.

Bei dem Erfolg bzw. Misserfolg einer HAART Therapie sollte jedoch nicht die
Compliance vergessen werden. In einer Frankfurter Studie wurde festgestellt,
dass auch Patienten mit einer Viruslastsenkung auf Werte unter 20 Kopien/ml
ein betrachtliches Risiko (30%!) haben, noch wahrend des ersten
Therapiejahres mit der Viruslast auf >500 Kopien/ml wieder anzusteigen
(Staszewski et al., 1998). Eine mogliche Erklarung ist eine unzureichende
Compliance. Wenngleich die Autoren ausfuhren, dass "der klinische Eindruck
diese Erklarung nicht unterstutze", ist doch bekannt, dass unabhangig von der
Grunderkrankung und der Therapieform ein erheblicher Prozentsatz der
Patienten nicht compliant ist.

In einer Untersuchung, die zur selben Zeit veroffentlicht wurde, berichtet eine
Londoner Arbeitsgruppe Uber eine anonyme Fragebogenaktion mit 170
Patienten. Gefragt wurde nach der Compliance wahrend des letzten Monats
(Walsh et al., 1998). 14,5% der Patienten gaben an, weniger als 80% der
Medikamente eingenommen zu haben. Weitere 18,8% hatten mindestens 10%
der Medikamente ausgelassen. Nach dem derzeitigen Kenntnisstand zur
Resistenzentwicklung bei unzureichender Suppression der HIV-Replikation ist
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daher bei zahlreichen Patienten des Londoner Patientenkollektivs ein Wieder-
anstieg der Viruslast zu erwarten.

5.4.1.2.1 Virologischer Therapieerfolg

Unter einem virologischen Therapieerfolg wird allgemein verstanden, dass die
Viruslast unter die Nachweisgrenze von 50 Kopien/ml absinkt. Dem liegt die
Erkenntnis zugrunde, dass eine Therapie umso dauerhafter wirkt, je schneller
und vor allem tiefer die Viruslast abfallt (Kempf et al., 1998). Die Viruslast sinkt
unter einer HAART Therapie biphasisch - einem initial sehr raschen Abfall in
den ersten Wochen folgt eine langere Phase, in der sich die Plasmaviramie nur
allmahlich reduziert. Ein Wert unterhalb der Nachweisgrenze sollte jedoch nach
drei bis vier Monaten erreicht werden, bei initial sehr hoher Viruslast nach vier
oder funf Monaten (Staszewski et al., 1998). Eine Viruslast oberhalb der
Nachweisgrenze nach sechs Monaten (Gray et al., 1998) ist als Versagen zu
werten. Das gleiche gilt fur eine wieder ansteigende Viruslast. Somit ist der
Abfall der Viruslast der schnellste Parameter, der zur Beurteilung eines
Therapieansprechens herangezogen werden kann.

5.4.1.2.2 Immunologischer Therapieerfolg

Dem virologischen Erfolg folgt mit oft leichter zeitlicher Verzdgerung der
immunologische Therapieerfolg (Chun et al., 2002). Darunter wird ein Anstieg
der CD4-Zellen verstanden. Genauer definiert ist dieser immunologische
Therapieerfolg allerdings nicht. Je nach Studie werden Anstiege um 50, 100
oder 200 CD4-Zellen/ul oder Anstiege auf Uber 200 oder uUber 500 CD4-
Zellen/ul als Erfolg gewertet. Als Versagen wird dabei meist ein fehlender
Anstieg oder ein Absinken der CD4-Zellen unter HAART bezeichnet. Individuell
ist der CD4-Anstieg unter HAART nur schlecht vorauszusagen; er kann extrem
variieren. Wie der Abfall der Viruslast verlauft der Anstieg der CD4-Zellen
biphasisch. Nach einem ersten, oft raschen Anstieg in den ersten drei bis vier
Monaten verlangsamt sich die Geschwindigkeit anschlielend merklich - in einer
prospektiven Studie von fast 1.000 Patienten stiegen die CD4-Zellen in den
ersten drei Monaten im Median monatlich um 21,2 CD4-Zellen/pl, in den
folgenden Monaten nur noch um 5,5 CD4-Zellen/pl (Le Moing et al., 2002).

Im Gegensatz zum virologischen Therapieerfolg in Form der HIV-1 Viruslast
Messung ist also die CD4-Zellzahl ein langfristiger Parameter. In Hinblick auf
unsere Studie korreliert dieser - langfristig gesehen - genauere Parameter flr
den Zustand des Immunsystems und des Ansprechens auf eine HAART
Therapie daher eher mit der HHV-8 Viruslast.
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5.4.1.2.3 Klinischer Therapieerfolg

Zum Zeitrahmen, ab wann die Wirksamkeit einer HAART klinisch gesichert ist,
gibt es keine einheitliche Regelung. Im Gegensatz zur Therapiedauer von
12 Wochen in unserem Falle (in Anlehnung an Polis et al., 2001) wurde im
Rahmen der spanischen SCAN-Studie bei 67 Patienten mit friher HIV-Infektion
(CD4-Zellen >500/ul, Viruslast >5000 Kopien/ml) ein Zeitfenster von 24 Wochen
gewahlt. Nach dieser Zeit war die Viruslast bei 90% bzw. 100% der Patienten
unter 200 Kopien/ml gesunken, die CD4-Zellzahl um 102 bzw. 148 Zellen/pl
gestiegen (Garcia et al.,, SCAN Studie 1999). Die minimale Therapiedauer von
12 Wochen in unserem Fall kénnte somit als zu kurz gewahlt sein, sprich die
Auswirkungen einer HAART Therapie auf die HHV-8 Viruslast konnten bei einer
anderen Einteilung der zwei (HA)ART-Gruppen (Grenze: Mindesteinnahmezeit
der (HA)ART Therapie 6 Monate) noch deutlicher gewesen sein.

Im Vergleich mit Daten von vor 1997, also vor Einfuhrung der HAART Therapie,
war die Letalitdt durch HIV-1-Infektionen 1997 um 50 Prozent und 2001 um
uber 80 Prozent reduziert; wahrend dieser Zeit erhdhte sich die Nutzung der
HAART Therapie von 22 Prozent 1997 auf 57 Prozent 2001 (Porter et al.,
2003). Die starkste Reduktion der Sterblichkeitsrate konnte kurz nach
EinfUhrung der HAART Therapie 1997 verzeichnet werden.

Im Gegensatz zur Zeit vor der Einfuhrung der HAART Therapie hatten i.v.-
drogenabhangige Patienten 1999 bis 2001 viermal hdhere Todesraten als
Personen, die durch homosexuellen Kontakt infiziert worden waren. Vor 1997
lag das Risiko einer AIDS-Erkrankung bei Personen, die bei Serokonversion
uber 45 Jahre oder alter waren, hdher als bei Personen zwischen 16 und 24
Jahren. Zwischen 1999 und 2001 jedoch gab es wenig Hinweise auf ein
unterschiedliches Risiko aufgrund des Alters.

5.4.2 Einfluss der (HA)ART Therapie auf die KS Inzidenz

HAART allein kann zu einem Verschwinden von klinisch manifesten Kaposi-
Sarkomen fuhren. Dies ist am ehesten durch einen indirekten Effekt erklarbar:
durch eine Verbesserung des Immunsystems unter einer effektiven anti-
retroviralen Therapie (De Milito et al., 1999). Aboulafia beschrieb 1998 den Fall
eines HIV-1-positiven Patienten im AIDS-Stadium, der bei einer CD4-Zellzahl
von 35/pl und hoher HIV-1 Viruslast ein pulmonales KS entwickelte (Aboulafia,
1998). Unter einer begonnenen HAART Therapie stieg seine CD4-Zellzahl, die
HIV-1 Viruslast sank unter die Nachweisgrenze und das pulmonale KS bildete
sich zurtck. Demzufolge scheint eine effektive HAART Therapie die Inzidenz
von KS zu reduzieren.
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Die klinische Besserung von KS hat mehrere Ursachen:

Bei AIDS-Patienten, die an einem KS litten, wurde beobachtet, dass die
zellulare Abwehr durch Natirliche Killerzellen (NK-Zellen) im Vergleich zu
gesunden Probanden deutlich reduziert ist und sich unter HAART wieder erholt
(Sirianni et al. 2002). Da sich zugleich gezeigt hat, dass NK-Zellen HHV-8
infizierte Zellen lysieren, liegt die Folgerung nahe, dass eine durch HAART
wieder erholte NK-Zell-Abwehr HHV-8 besser kontrollieren kann.

Renwick postulierte, dass das Risiko, an einem KS zu erkranken, hoher ist,
wenn sich ein Patient zunachst mit HIV-1 und erst anschlieRend mit HHV-8
infiziert (Renwick et al., 1998). In vitro wurde beobachtet, dass Tat das Wachs-
tum von KS-Spindelzellen durch direkte Bindung an einen Rezeptor fur VEGF
induziert und zugleich die durch Chemotherapeutika induzierte Zellapoptose
HHV-8 infizierter Zellen verhindert (Albini et al., 1996; Deregibus et al., 2002).
HAART unterdrickt also die Produktion von Tat und bewirkt Gber diesen Weg
eine deutlich verminderte KS-Entwicklung unter HAART.

In einigen Fallbeschreibungen wurde postuliert, dass durch Gabe von Protease-
inhibitoren sich ein bestehendes KS zurlckbilden und auch die HHV-8 Viruslast
reduziert werden kann. Die Ruckbildung von KS erfolgt, indem Protease-
inhibitoren wie z.B. Saquinavir das Wachstum und die Invasion von Spindel-
zellen blockieren (Sgadari et al., 2002). Dabei ist jedoch noch unklar, ob dies
direkt oder aber indirekt Uber die Wirkung auf HIV-1 erfolgt.

Eine Bestatigung dieser Beobachtungen konnte in unserer Studie nicht
erfolgen. Ein Grund hierfur liegt sicher darin, dass in unserem Patientenkollektiv
nicht zwischen HAART Therapieversagern und HAART Respondern unter-
schieden wurde. Hatten wir nur Patienten untersucht, bei denen die HAART
Therapie erfolgreich angewandt wurde, waren wir mdglicherweise zu einem
anderen Ergebnis gekommen. Pellet und Mitarbeiter beschrieben in einer
retrospektiven Studie, dass die Zeit zwischen dem vorbestehendem Kklinisch
manifestem KS und der kompletten Rlckbildung der Lasionen bei Patienten
unter HAART im Mittel 251 Tage betrug (Pellet et al., 2001). Die Dauer bis zur
Ruckbildung war bei Patienten, die bis dahin nicht mit HAART therapiert worden
waren, am kurzesten. Also spielt auch der Zeitpunkt der Manifestation des KS
und des Therapiebeginns eine mdgliche Rolle bei der Effektivitat einer HAART
Therapie.
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5.4.3 Einfluss der (HA)ART Therapie auf die HHV-8 Viruslast

In unseren Untersuchungen stellte sich heraus, dass die Einnahme anti-
retroviral wirksamer Medikamente keine direkte Wirkung auf die HHV-8
Viruslast hat. Dem widersprechend berichteten Gill und Mitarbeiter daruber,
dass von 20 untersuchten HIV-1 und HHV-8 positiven Patienten (d.h. mit jeweils
nachweisbarer Viruslast) bei 12 Patienten (d.h. 60%) nach regelmaRiger
Einnahme von HAART kein HHV-8 mehr nachweisbar war (Gill et al. 2002).
Dabei konnten sie interessanterweise keinen Unterschied zwischen HAART mit
Proteaseinhibitoren und HAART mit nicht-nukleosidischen Reverse Trans-
kriptase Inhibitoren (NNRTI) bezuglich der Wirkung auf die HHV-8 Viruslast
feststellen.

In unserer Studie jedoch konnten wir zeigen, dass die CD4-Zellzahl und damit
der Grad der Immunsuppression mit der HHV-8 Viruslast korreliert. Da das
Ansprechen einer HAART Therapie neben der HIV-1 Viruslast auch an der
Hoéhe der CD4-Zellzahl abgeschatzt werden kann, gilt demnach, dass bei einer
wirksamen (HA)ART Therapie die HHV-8 Viruslast signifikant niedriger ist und
somit (HA)ART indirekt doch eine Wirkung auf die Viruslast von HHV-8 hat.
Diese Annahme wurde durch eine von Wilkinson und Mitarbeitern
durchgefuhrte Untersuchung unterstrichen: Bei HHV-8 und gleichzeitig HIV-
positiven Patienten wurde unter einer einjahrigen HAART Therapie beobachtet,
dass durch den dadurch bedingten Anstieg der CD8- und CD4-Zellzahl die
HHV-8 Viruslast signifikant gesenkt werden konnte (Wilkinson et al., 2002).

In anderen Studien konnte hingegen kein Zusammenhang zwischen dem
Nachweis von HHV-8 in PBMC und der CDA4-Zellzahl gezeigt werden
(Humphrey et al, 1996). Im Gegensatz zu unserer Studie wurde hier jedoch nur
eine qualitative PCR durchgefuhrt. Daher konnte keine Korrelation zwischen der
HHV-8 Viruslast und der CD4-Zellzahl untersucht werden.

Neben der CD4-Zellzahl gibt es noch weitere Parameter, die einen Einfluss auf
die HHV-8 Viruslast haben konnen. Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) bei
gesunden Menschen lysieren HHV-8 infizierte Zellen (Sirianni et al., 2002). Bei
Patienten im AIDS-Stadium sind hingegen auch die NK-Zellen in Mitleiden-
schaft gezogen und somit reduziert (Sirianni et al., 2002). AIDS-Patienten mit
progressivem Kaposi-Sarkom haben eine signifikant schwachere NK-Zell-
vermittelte Immunabwehr im Vergleich zu Gesunden, die sich unter einer
HAART Therapie jedoch wieder erholen kann und die eine Besserung des KS
mit sich bringt (Sirianni et. al, 2002). Da wir nur Serumproben und keine
zellularen Patientenproben zur Verfugung hatten, konnte die Aktivitat der NK-
Zellen leider nicht getestet werden.
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5.5 Einfluss von Herpesvirus Therapeutika auf die HHV-8
Infektion

5.5.1 Einfluss von Herpesvirus Therapeutika auf die KS Inzidenz

Wie bereits erwahnt, hatte in unserer Studie keines der virostatisch wirksamen
Medikamente einen signifikanten Einfluss auf die Entwicklung eines KS.
Sicherlich sollte man bei diesem Ergebnis nicht auller Acht lassen, dass
Patienten, die Foscarnet erhalten, aulderst immunsupprimiert sind und aufgrund
dieser massiven Immunsuppression eher an einem KS erkranken. Zudem gilt
zu beachten, dass die Gruppe der Foscarnet-therapierten Patienten auferst
klein war und somit statistische Aussagen generell schwierig sind. Man kann
aber sicherlich in unserem Kollektiv sagen, dass Foscarnet die Inzidenz von KS
nicht herabsetzt.

Interessanterweise zeigte sich in einigen retrospektiven klinischen Studien,
dass Foscarnet - meist als Mittel gegen schwere CMV-Infektionen eingesetzt -
am ehesten das Auftreten von KS verhindert, gefolgt von Ganciclovir. Aciclovir
zeigte auch hierbei keinen Effekt (Robles et al., 1999; Glesby et al., 1996). In
einer retrospektiven Studie von Jones, bei der HIV-positive Patienten, die bisher
kein Kaposi-Sarkom hatten, senkte nur Foscarnet signifikant das Risiko, an
einem Kaposi-Sarkom zu erkranken (Jones et al., 1995). Als mdgliche Ursache
hierfur wird die unterschiedliche Wirkungsweise von Foscarnet im Vergleich zu
Ganciclovir und Aciclovir diskutiert. Foscarnet bendétigt im Gegensatz zu
Aciclovir und Ganciclovir keine Phosphorylierung durch virale Kinasen, sondern
inhibiert direkt die virale DNA-Replikation der Herpesviren.

Das virostatisch wirksame Foscarnet kann also das Risiko, an einem KS zu
erkranken, senken, indem es die Virusreplikation hemmt, es hat jedoch bei
schon bestehendem KS keine Anti-Tumor-Wirkung (Little et al., 2003). Ein
mdglicher Grund liegt wahrscheinlich darin, dass die meisten Zellen des KS
sich in der latenten Phase befinden, nur 1-3% sind in der Iytischen Phase
(Staskus et al., 1997). Somit sollte eine antivirale Therapie beim schon
bestehenden KS in vivo unwirksam sein. Zudem wurde postuliert, dass HHV-8
ein notwendiger aber nicht hinreichender Faktor zur Entstehung von KS sei,
doch sobald sich der Tumor entwickelt hat, ist die virale Replikation nicht mehr
am Fortschreiten der Erkrankung beteiligt (Aoki et al., 2003). Aulderdem zeigte
sich, dass auch Hypoxie auf das Fortschreiten eines KS wirkt: Hypoxie erhoht
die lytische Replikationsrate von HHV-8 (Davis et al., 2001). Dies konnte
erklaren, weshalb KS besonders haufig an den unteren Extremitaten vor-
kommen; die unteren Extremitaten sind am ehesten hypoperfundiert (Davis et
al., 2001).
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5.5.2 Einfluss von Herpesvirus Therapeutika auf die HHV-8 Viruslast

Keines der in der Literatur als moglicherweise gegen HHV-8 wirksam genannte
Medikament hatte in unserer Studie einen Einfluss auf die HHV-8 Viruslast. Das
in vitro wirksame Foscarnet konnte aufgrund einer zu niedrigen Fallzahl in
unserer Studie nicht ausreichend beurteilt werden.

In einer in vitro Studie mit Primaren Effusionslymphom Zelllinien, die durch TPA
in die lytische Phase des Zellzyklus und somit zur Virusfreisetzung angeregt
wurden, erfolgte eine Testung vier verschiedener, gegen Herpesviren wirk-
samer Medikamente: Cidofovir, Aciclovir, Ganciclovir und Foscarnet (Kedes,
1997). Hierbei zeigte sich, dass die HHV-8 Replikation durch Ganciclovir,
Foscarnet und Cidofovir, jedoch nicht durch Aciclovir inhibiert werden kann.

5.6 Weitere Therapiemdglichkeiten des KS

In einer Studie von Fife und Mitarbeitern wurde eine weitere Therapieoption
des KS beschrieben: Dabei stellte man eine gewisse Wirksamkeit von
Thalidomid bei kutanem Kaposi-Sarkom HIV-positiver Manner fest (Fife et al.,
1998). Neben einem partiellen klinischen Ansprechen kam es unter
Thalidomidtherapie auch zu einer HHV-8 DNA Viruslastabnahme. D’Amato und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass ein Metabolit des Thalidomids die
Angiogenese, vermittelt Uber den basic fibroblast growth factor (BFGF), hemmt
(D"Amato et al., 1994). BFGF ist neben VEGF ein wichtiger Proliferationsfaktor
fur die Spindelzellen im KS.

Weitere mehr oder weniger erfolgreiche Therapieversuche von KS bestanden
bei lokalem Befall in einer Bestrahlungstherapie, topischer Applikation von
ATRA (all-trans retinoic acid), Kryotherapie oder Lasertherapie (Dezube, 2000).
Bei systemischem kutanem Befall zeigten Interferon o-2a oder Interferon o-2b
bei klassischem KS (d.h. HIV-negativem) nach 4 Wochen Therapie eine
komplette Ruckbildung, wobei interessanterweise in den Hautbereichen, in
denen das KS sich manifestierte, HHV-8 trotz kompletter klinischer Remission
noch nachweisbar war (Perez et al., 1998; Pfrommer et al., 1998). Moglicher-
weise handelte es sich hierbei um Viren, die sich in der latenten Phase
befanden und onkogene Kofaktoren wie vIL-6 produzierten.

Bei ausgepragtem viszeralen Befall zeigten auch zytostatische Therapeutika
wie pegyliertes Doxorubicin, Paclitaxel oder eine Kombination aus Doxorubicin,
Bleomycin und Vincristin Erfolge (Northfeldt et al., 1998). Hierbei setzt sich das
pegylierte Doxorubicin immer mehr als Mittel der ersten Wahl durch. Aufgrund
der guten Vertraglichkeit und gleichen Wirksamkeit ist es den
Kombinationstherapien Uberlegen und gilt somit inzwischen als first-line
Therapie (Sharpe et al., 2002). Paclitaxel wird meist bei Anthracyclin-
refraktaren KS eingesetzt (Cattelan et al., 2002).
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Eine bisher nur am Tiermodell erprobte Hemmung des VEGF mittels
monoklonalen Antikdrpern scheint sehr erfolgsversprechend zu sein (Aoki et al.,
1999).

Eine weitere nur in vitro beschriebene Therapiemdglichkeit stellt der Einsatz
Calcineurin-hemmender Substanzen wir Cyclosporin oder Tacrolimus dar.
Calcineurin ist ein intrazellularer Transmitter, der durch Freisetzung intra-
zellularen Calciums die Replikation von HHV-8 in latent infizierten Zellen anregt
(Zoeteweij et al., 2001). Aufgrund der bekannten erheblichen Nebenwirkungen
und einer zusatzlichen, unerwinschten Immunsuppression ist ein klinischer
Einsatz bisher jedoch nicht moglich.

Als weitere Therapieoption steht eine bisher ebenfalls nur in vitro durchgefihrte
Radioimmuntherapie zur Verfigung. Klinische Studien stehen jedoch hierfur
noch aus (Leigh et al., 1999).

Curreli und Mitarbeiter stellten fest, dass Glycyrrhizinsaure die latente HHV-8
Infektion von B-Lymphozyten stoppt, indem sie die Expression eines
multifunktionellen Proteins von HHV-8, des latency-associated nuclear antigen
(LANA) vermindert und dadurch p53 reaktiviert, wodurch es zum Zelltod der
infizierten Zelle kommt (Curreli et al., 2005).

All diese Therapieoptionen wurden bei den Patienten in unserer Studie nicht
verwendet.

5.7 Ausblick

Eine Unterteilung der Patientengruppen nach Infektionsweg fur HIV-1 ware in
unserer Studie hinsichtlich der HHV-8 Viruslast interessant, da man festgestellt
hat, dass bei i.v.-Drogenabhangigen die Inzidenz von KS im Vergleich zu
Homosexuellen viel niedriger ist (Selik et al. 1987). Leider waren diese Daten
jedoch flr uns nicht zuganglich. In einer Amsterdamer Kohorte wurden
1167 i.v.-Drogenabhangige und 1459 homosexuelle Manner auf HHV-8
Antikoérper untersucht (Goudsmit et al., 2000). Bei 31 i.v.-Drogenabhangigen
und 215 homosexuellen Mannern wurde der Test zwischen 1983 und 1996
positiv. Risikofaktoren fur die Serokonversion waren eine HIV-Infektion sowie
eine hohe Anzahl von Partnern, mit denen oraler Geschlechtsverkehr praktiziert
wurde. Analverkehr sowie anal-oraler Geschlechtsverkehr waren keine
Pradiktoren. Die Seropravalenz bei heterosexuellen i.v.-Drogenabhangigen
entspricht der der Normalbevélkerung, wodurch eine parenterale Ubertragungs-
weise eher unwahrscheinlich erscheint.

Auch Parameter wie Alter, Geschlecht oder Herkunft wurden nicht
bertcksichtigt, kbnnten aber weitere epidemiologische Erkenntnisse ergeben.
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Die PCR aus PBMC sollte nicht zum Screening auf HHV-8 eingesetzt werden
(Martin, 2003). Wie bereits erwahnt, war selbst bei KS-Patienten im peripheren
Blut nur in 20 bis 60% (in einigen Studien bis 90%) HHV-8 nachweisbar. Die
quantitative PCR sollte vielmehr dem Staging und der Verlaufsbeobachtung
einer bereits bekannten HHV-8 Infektion mit klinischer Manifestation dienen.
Hierbei sollte jedoch zwischen KS und anderen mit HHV-8 assoziierten
Erkrankungen unterschieden werden. Die intrazellulare HHV-8 Viruslast variiert
stark und betragt bei PEL und MCD bis zu 80 Kopien pro Lympomzelle
(Cesarman et al., 1999). Bei PEL und beim MCD ist die HHV-8 Viruslast ein
guter Indikator fur die Krankheitsaktivitat ist. Wahrscheinlich ist es sinnvoll, die
HHV-8 Viruslast als Therapieindikator einzusetzen und bei Persistenz der
HHV-8 Viruslast eine Therapieumstellung in Betracht zu ziehen.

Als weitere mogliche Verlaufsparameter kénnte die Expression bestimmter
viraler Proteine dienen. Bei der Sequenzierung des HHV-8 Genoms wurden,
wie bereits erwahnt, mehrere Gene entdeckt, die eine Rolle bei der malignen
Transformation spielen. Hierzu gehdéren unter anderem v-Cyclin, ein virales
Cyclin Homolog, und ein Interleukin-6-homologes Protein, die beide VEGF,
einen Wachstumsfaktor fur endotheliale Zellen und Gefale, stimulieren
(Cathomas, 2003).

Als Screening-Untersuchung ohne klinische Symptomatik sollten serologische
Untersuchungen hingegen aufgrund der einfacheren und billigeren Handhabung
bevorzugt werden.
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6 Zusammenfassung

In der hier vorgelegten Arbeit wurden 234 Blutproben von insgesamt 121 HIV-
infizierten Patienten auf HHV-8 untersucht. Mit Hilfe der Real-time TagMan®
PCR wurde HHV-8 quantitativ bestimmt. Insgesamt konnte in 132 Proben
HHV-8 nachgewiesen werden, wobei die HHV-8 Viruslast zwischen
1 Geq/1x10* Zellen und 457.079 Geq/1x10* Zellen betrug. Der héchste Wert
wurde bei einem Patienten gemessen, der an der multizentrischen
Castlemanschen Erkrankung litt.

Zudem wurde untersucht, ob sich bestimmte Einflussfaktoren wie die CD4-
Zellzahl, die HIV-1 Viruslast, die Einnahme einer anti-retroviralen (HAART) oder
virostatischen (Aciclovir, Ganciclovir oder Foscarnet) Therapie auf die HHV-8
Viruslast auswirken.

Da im Rahmen einer erfolgreichen HAART Therapie die CD4-Zellzahl
mittelfristig ansteigt, konnten wir einen indirekten Einfluss der HAART Therapie
auf die HHV-8 Viruslast nachweisen: Bei den HHV-8 positiven Patienten stellten
wir fest, dass die CD4-Zellzahl negativ mit der HHV-8 Viruslast korreliert, d.h. je
hoher die CD4-Zellzahl und somit je besser die Immunabwehr, desto niedriger
war die gemessene HHV-8 Viruslast.

Die virostatischen Medikamente Aciclovir, Ganciclovir und Foscarnet hatten in
vivo keine signifikante Wirkung auf die HHV-8 Viruslast, wobei Foscarnet
aufgrund einer zu niedrigen Fallzahl der damit therapierten Patienten nicht
ausreichend beurteilt werden konnte.

Zusammenfassend kann die Schlussfolgerung gezogen werden, dass die
quantitative HHV-8 PCR dem Staging und der Verlaufsbeobachtung einer
bereits bekannten HHV-8 Infektion mit klinischer Manifestation dienen kann.
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8 Anhang

8.1 Liste der verwendeten Abklrzungen

A Ry-Wert:  Ry-Wert minus dem Reporter-Signal vor der PCR

ART:
ATRA:

Anti-retrovirale Therapie

all-trans retinoic acid (engl.)

BCBL-1 Zellen: body cavity based lymphoma Zellen

BFGF:
bp:
CCD:
CDC:
CMV:

CT-Wert:

DNA:
dNMP:
EBV:
EtBr:

GAPDH:

Geq:
HAART:
HBV:
HHV-8:
HSV:
KS:
KSHV:
LAN:
LANA:
LAS:
logN:

basic fibroblastic growth factor (engl.)
Basenpaar

"Charge Coupled Device": ladungsgekoppelte Halbleiterelemente.
Centers for Disease Control

Zytomegalievirus (engl.: cytomegalovirus)
Threshold Cycle

Desoxyribonukleinsaure (engl.: deoxyribonucleic acid)
Desoxy-Nukleosidmonophosphat
Ebstein-Barr-Virus

Ethidiumbromid
Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydrogenase
Genomaquivalente (engl.: genome equivalents)
highly active antiretroviral therapy (engl.)
Hepatitis B Virus

Humanes Herpesvirus 8

Herpes-Simplex-Virus

Kaposi-Sarkom

Kaposi’'s sarcoma associated herpesvirus (engl.)
Linker-Arm-modifiziertes-Nukleotid
latency-associated nuclear antigen (engl.)
persistierende generalisierte Lymphadenopathie

naturlicher Logarithmus
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MCD: multizentrische Castlemansche Erkrankung (engl.: multicentric
Castleman’s disease)

MgCly: Magnesium(ll)-Chlorid

NK-Zellen: Naturliche Killerzellen

NNRTI: Nicht-nukleosidische Reverse Transkriptase Inhibitoren

NRTI: Nukleosidanaloge Reverse Transkriptase Inhibitoren

NTC: no template control (engl.)

OD260: optische Dichte bei 260 nm

ORF 26: open reading frame 26

p: Uberschreitungswahrscheinlichkeit

PBMC: peripheral blood mononuclear cells (engl.)

PCR: Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction)

PEL: Primares Erguss Lymphom (engl.: primary effusion lymphoma)

PTLD: post-transplant lymphoproliferative disease (engl.)

Rn-Wert: normalisiertes Reporterpotential

Rn-Wert: normalisiertes Reportersignal

Tat: Transactivating Protein

Tm: Schmelztemperatur

TPA: Polypeptidantigen (engl.: tissue polypeptide antigen)

UNG: Uracil-N-Glykosylase

UTP: Uridintriphosphat

vbcl-2: virales bcl-2 (B-cell-leukemia/lymphoma 2)

VEGF: vascular endothelial growth factor (engl.)

VFLIP: viral Fas-associated death domain-like interleukin 1 3-converting
enzyme (engl.)

vIL-6: virales Interleukin-6

WHO : world health organization (engl.)
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8.2 Ergebnistabelle

Parameter:
Patientennummer: chronologisch nach dem Abnahmedatum sortiert
HHV-8 Viruslast:  Geq/1x10* Zellen

CD4: CD4-Zellzahl absolut/pl

KS: KS 0 = kein Kaposi-Sarkom; KS 1 = klinisch manifestes
Kaposi-Sarkom

HIV-VL: HIV Viruslast in logarithmischer Angabe

HAART: HAART 0 = keine anti-retrovirale Therapie; HAART 1 =
Einnahme einer anti-retroviralen Therapie

Aciclovir/Ganciclovir/Foscarnet: 0 = keine Therapie mit dem jeweiligen
Medikament; 1 = Therapie mit dem jeweiligen Medikament

CD4 200: Dichotomisierung der CD4-Zellzahl in zwei Gruppen: 0 =
CD4-Zellzahl < 200/pl; 1 = CD4-Zellzahl = 200/ul

CD4 500: Dichotomisierung der CD4-Zellzahl in zwei Gruppen: 0 =
CD4-Zellzahl < 500/pl; 1 = CD4-Zellzahl = 500/pl

CD425: Trichotomisierung der CD4-Zellzahl in drei Gruppen: 0 =

CD4-Zellzahl <200/ul; 1 = CD4-Zellzahl zwischen 200/ul
und 499/ul; 2 = CD4-Zellzahl =2 500/pl
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Patienten- HHV-8 HIV- Aci- | Gan- | Fos- | CD4 | CD4

nummer Viruslast CD4 | KS | VL |HAART|clovirciclovirlcarnet] 200 | 500 |CD425
006 2173 | 578 0 | 4,07 1 0 0 0 1 1 2
008 0 250 0 0 1 0 0 0 1 0 1
009 11 450 0 |343 0 0 0 0 1 0 1
010 1 349 0 0 1 0 0 0 1 0 1
013 3 269 1 14,99 0 0 0 0 1 0 1
019 0 257 0 |5,63 1 0 0 0 1 0 1
021 2 510 0 2,7 1 0 0 0 1 1 2
028 0 273 0 0 1 0 0 0 1 0 1
039 0 14 1 2,92 1 0 0 0 0 0 0
045 6 911 0 0 1 0 0 0 1 1 2
048 6 209 0 |443 1 1 0 0 1 0 1
049 0 195 0 |4,32 0 0 0 0 0 0 0
057 13 511 0 |525 0 0 0 0 1 1 2
061 1594 | 144 0 |3,02 1 0 0 0 0 0 0
062 11 774 0 0 1 0 0 0 1 1 2
070 0 156 0 0 1 0 0 0 0 0 0
074 0 350 0 |3,26 1 0 0 0 1 0 1
076 0 0 0 3,5 1 1 0 0 0 0 0
077 2 140 0 0 1 0 0 0 0 0 0
079 0 286 0 0 1 1 0 0 1 0 1
083 0 172 0 0 1 0 0 0 0 0 0
088 0 248 0 0 1 0 0 0 1 0 1
092 3 578 0 | 4,07 1 0 0 0 1 1 2
096 0 546 0 0 1 0 0 0 1 1 2
097 0 305 0 |4,33 1 0 0 0 1 0 1
098 0 192 0 0 1 0 0 0 0 0 0
102 0 180 0 0 1 0 0 0 0 0 0
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Patienten- HHV-8 HIV- Aci- | Gan- | Fos- | CD4 | CD4

nummer Viruslast CD4 | KS | VL |HAART|clovirciclovirlcarnet] 200 | 500 |CD425
103 3 90 0 0 1 1 0 0 0 0 0
104 1 1095 O 0 1 0 0 0 1 1 2
105 0 410 0 | 3,09 1 1 0 0 1 0 1
106 3 164 0 |3,74 1 0 0 0 0 0 0
107 0 392 0 0 1 1 0 0 1 0 1
112 0 545 1 |4,11 0 0 0 0 1 1 2
113 61 269 0 0 1 0 0 0 1 0 1
118 7 651 0 0 1 1 0 0 1 1 2
135 227 653 0 0 1 0 0 0 1 1 2
136 1234 13 0 5,6 0 1 1 0 0 0 0
138 94 335 0 |4,14 1 0 1 0 1 0 1
139 49 194 0 |4,44 1 1 0 0 0 0 0
142 0 439 0 0 1 0 0 0 1 0 1
144 3 321 0 0 1 1 0 0 1 0 1
146 34 78 0 | 4,54 1 0 0 0 0 0 0
149 1653 | 226 0 |3,39 1 0 0 0 1 0 1
151 156 76 0 |47 1 0 0 0 0 0 0
152 0 534 0 | 4,68 1 0 0 0 1 1 2
159 0 335 0 |4,14 1 1 0 0 1 0 1
167 23 410 0 |3,45 1 0 0 0 1 0 1
168 7 18 0 | 5,31 1 1 0 0 0 0 0
169 17 385 0 |3,26 1 0 0 0 1 0 1
182 6 581 1 0 1 1 0 0 1 1 2
183 110 458 1 | 4,26 0 0 0 0 1 0 1
185 466 51 1 0 0 0 0 0 0 0 0
186 0 320 1 3,37 1 1 0 1 1 0 1
187 0 327 0 0 1 0 1 1 1 0 1
188 0 238 0 | 2,74 1 0 0 0 1 0 1
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Patienten- HHV-8 HIV- Aci- | Gan- | Fos- | CD4 | CD4

nummer Viruslast CD4 | KS | VL |HAART|clovirciclovirlcarnet] 200 | 500 |CD425
189 0 221 0 0 1 0 0 0 1 0 1
193 0 99 1 5,51 1 1 0 0 0 0 0
198 7 508 0 | 3,31 1 0 0 0 1 1 2
201 2 599 0 0 1 0 0 0 1 1 2
205 0 200 0 | 4,58 1 1 0 0 1 0 1
207 0 153 0 0 1 0 0 0 0 0 0
208 0 274 0 0 1 1 0 0 1 0 1
212 0 592 0 |4,68 1 0 0 0 1 1 2
213 8 339 0 0 1 0 0 0 1 0 1
215 152 388 1 0 1 1 1 1 1 0 1
217 196 388 1 3,55 1 0 0 0 1 0 1
218 24 388 1 3,55 1 0 0 0 1 0 1
219 56 11 0 |5,02 1 0 0 0 0 0 0
220 0 388 1 0 1 1 1 1 1 0 1
222 12 669 0 0 1 0 0 0 1 1 2
224 20 152 1 2,69 1 0 0 0 0 0 0
225 0 662 0 |5,09 1 1 0 0 1 1 2
226 0 487 0 0 1 0 0 0 1 0 1
227 0 343 0 0 1 0 0 0 1 0 1
228 22 246 0 |3,65 1 0 0 0 1 0 1
229 9 162 0 0 1 0 0 0 0 0 0
231 0 158 0 |4,58 1 1 0 0 0 0 0
232 0 332 0 | 4,04 1 0 1 0 1 0 1
233 15 316 0 | 4,224 1 0 0 0 1 0 1
235 0 321 0 0 1 0 0 0 1 0 1
237 0 179 0 | 3,67 1 1 0 0 0 0 0
238 0 400 0 |4,29 0 0 0 0 1 0 1
240 0 388 1 0 1 1 1 1 1 0 1
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Patienten- HHV-8 HIV- Aci- | Gan- | Fos- | CD4 | CD4

nummer Viruslast CD4 | KS | VL |HAART|clovirciclovirlcarnet] 200 | 500 |CD425
241 6 323 0 0 1 0 0 0 1 0 1
242 579 103 0 | 4,64 1 0 0 0 0 0 0
243 0 150 0 | 5,01 1 0 0 0 0 0 0
244 0 357 0 | 4,07 0 0 0 0 1 0 1
245 0 449 0 0 1 0 0 0 1 0 1
246 0 304 0 0 1 0 0 0 1 0 1
249 0 284 0 0 1 0 0 0 1 0 1
250 0 347 0 |4,77 1 0 0 0 1 0 1
252 4 469 0 0 1 0 0 0 1 0 1
253 1 348 0 |527 1 0 0 0 1 0 1
254 5 310 0 2,7 1 1 0 0 1 0 1
255 0 287 0 |3,78 1 1 0 0 1 0 1
256 28 663 0 |345 0 0 0 0 1 1 2
261 34 328 0 | 3,01 0 0 0 0 1 0 1
262 1 2 0 |573 0 1 0 0 0 0 0
264 39 274 0 0 1 0 1 1 1 0 1
267 0 402 0 | 3,84 1 1 0 0 1 0 1
269 117 299 0 0 1 0 0 0 1 0 1
272 2120 | 413 0 | 438 1 0 0 0 1 0 1
273 2183 | 508 0 |3,13 1 0 0 0 1 1 2
274 234 408 1 0 1 0 0 0 1 0 1
278 12 173 0 |4,19 0 0 0 0 0 0 0
279 0 1053 O 0 1 0 0 0 1 1 2
282 1 281 0 | 4,11 1 0 0 0 1 0 1
284 0 189 0 |3,83 1 0 0 0 0 0 0
288 7 108 0 0 1 0 0 0 0 0 0
290 8 528 0 0 1 0 0 0 1 1 2
291 2 129 0 | 5,57 1 1 0 0 0 0 0
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Patienten- HHV-8 HIV- Aci- | Gan- | Fos- | CD4 | CD4

nummer Viruslast CD4 | KS | VL |HAART|clovirciclovirlcarnet] 200 | 500 |CD425
292 133 173 0 |4,19 0 0 0 0 0 0 0
293 21 839 0 0 1 0 0 0 1 1 2
296 36 230 0 0 1 0 0 0 1 0 1
297 1256 | 231 0 0 1 0 0 0 1 0 1
300 3 505 0 |4,14 1 0 0 0 1 1 2
303 2 428 0 0 1 0 0 0 1 0 1
308 0 536 0 0 1 0 0 0 1 1 2
309 670 349 0 0 1 0 0 0 1 0 1
311 100 457 0 0 1 0 0 0 1 0 1
316 4 626 0 0 1 0 0 0 1 1 2
317 0 40 0 | 5,56 1 0 0 0 0 0 0
318 0 255 0 | 3,46 1 0 0 0 1 0 1
323 0 424 0 0 1 0 0 0 1 0 1
324 10 98 0 | 4,31 0 0 0 0 0 0 0
328 1449 98 0 | 4,31 0 0 0 0 0 0 0
330 0 8 0 | 5,06 1 1 0 0 0 0 0
331 691 408 0 0 1 0 1 0 1 0 1
332 415 166 0 | 4,71 1 0 0 0 0 0 0
335 2 349 0 0 1 0 0 0 1 0 1
337 18 78 0 |4,49 1 0 0 0 0 0 0
338 27 189 0 |3,83 1 0 0 0 0 0 0
341 0 475 0 0 1 0 0 0 1 0 1
342 0 460 0 0 1 0 0 0 1 0 1
345 7 414 0 0 1 0 0 0 1 0 1
346 22 72 0 0 1 1 0 0 0 0 0
350 0 125 0 2,8 1 0 0 0 0 0 0
352 0 458 0 0 1 1 0 0 1 0 1
353 0 497 1 0 1 1 0 0 1 0 1
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Patienten- HHV-8 HIV- Aci- | Gan- | Fos- | CD4 | CD4

nummer Viruslast CD4 | KS | VL |HAART|clovirciclovirlcarnet] 200 | 500 |CD425
357 17 5 0 |4,87 1 1 0 0 0 0 0
358 0 242 0 | 3,31 1 0 0 0 1 0 1
360 0 514 0 0 1 0 0 0 1 1 2
365 6 208 0 0 1 0 0 0 1 0 1
367 34 548 0 0 1 0 0 0 1 1 2
368 0 175 0 0 1 1 0 0 0 0 0
369 36 19 1 | 442 1 1 0 0 0 0 0
374 0 318 0 0 1 0 0 0 1 0 1
379 0 148 0 4,7 1 1 0 0 0 0 0
385 22 345 0 |3,09 1 1 0 0 1 0 1
386 0 465 0 |5,03 1 1 0 0 1 0 1
387 12 475 0 0 1 0 0 0 1 0 1
389 24 198 0 0 1 0 0 0 0 0 0
393 6 736 0 0 1 0 0 0 1 1 2
395 32 446 0 3,6 1 0 0 0 1 0 1
396 1966 19 1 | 4,42 1 1 0 0 0 0 0
398 13 42 0 |53 0 0 0 0 0 0 0
401 10 176 0 |2,86 1 0 0 0 0 0 0
402 13 30 0 5,6 0 0 0 0 0 0 0
403 39 738 0 0 1 0 0 0 1 1 2
410 0 237 0 |537 1 1 0 0 1 0 1
412 0 221 0 0 1 0 0 0 1 0 1
427 0 73 0 |4,65 1 1 0 0 0 0 0
438 0 325 0 0 0 0 0 0 1 0 1
443 84 748 0 0 1 0 0 0 1 1 2
445 0 532 1 0 1 1 1 1 1 1 2
451 405 23 0 |545 1 1 0 0 0 0 0
455 14 645 1 3,29 1 1 0 0 1 1 2
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Patienten- HHV-8 HIV- Aci- | Gan- | Fos- | CD4 | CD4

nummer Viruslast CD4 | KS | VL |HAART|clovirciclovirlcarnet] 200 | 500 |CD425
460 14 304 0 |3,52 1 1 0 0 1 0 1
466 0 197 0 0 1 0 0 0 0 0 0
467 0 358 0 |4,24 1 0 0 0 1 0 1
468 0 131 0 |5,26 1 1 0 0 0 0 0
469 14 253 0 | 4,67 1 1 0 0 1 0 1
475 0 499 0 0 1 0 0 0 1 0 1
477 107 213 0 | 3,45 1 0 0 0 1 0 1
485 63 331 0 | 241 1 0 0 0 1 0 1
493 0 225 0 |333 1 0 0 0 1 0 1
494 24 40 0 |5,48 1 0 0 0 0 0 0
495 0 284 0 |323 1 0 0 0 1 0 1
497 179 19 1 | 4,71 1 1 0 0 0 0 0
500 190 363 1 0 1 0 0 0 1 0 1
504 666 395 0 |4,05 1 0 0 0 1 0 1
510 63 259 0 | 4,17 1 1 0 0 1 0 1
511 9 763 0 |282 1 0 0 0 1 1 2
512 269 18 0 | 4,66 1 1 0 0 0 0 0
513 23 641 0 | 4,19 1 0 0 0 1 1 2
525 2 610 0 |4,83 1 0 0 0 1 1 2
526 0 125 0 2,8 1 0 0 0 0 0 0
528 0 839 0 0 1 0 0 0 1 1 2
535 0 98 0 | 4,31 1 0 0 0 0 0 0
537 0 0 0 |3,89 1 0 0 0 0 0 0
547 0 306 1 2,38 1 0 0 0 1 0 1
548 0 860 0 0 1 0 0 0 1 1 2
549 0 453 0 |284 1 0 1 0 1 0 1
551 15 480 0 | 3,86 1 0 0 0 1 0 1
554 0 395 0 4,1 0 0 0 0 1 0 1
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Patienten- HHV-8 HIV- Aci- | Gan- | Fos- | CD4 | CD4

nummer Viruslast CD4 | KS | VL |HAART|clovirciclovirlcarnet] 200 | 500 |CD425
555 128 76 0 |4,83 1 1 0 0 0 0 0
558 2484 5 1 5,15 1 0 0 0 0 0 0
561 0 526 0 0 0 0 0 0 1 1 2
563 0 219 0 0 0 0 0 0 1 0 1
565 60 351 0 |259 1 0 0 0 1 0 1
566 2 1119 0 | 4,48 1 0 0 0 1 1 2
568 18 288 0 |372 1 1 0 0 1 0 1
569 0 106 0 0 1 0 0 0 0 0 0
572 79 395 0 |4,05 1 0 0 0 1 0 1
573 5 346 0 0 1 0 1 0 1 0 1
575 184 442 0 0 1 0 0 0 1 0 1
576 139 364 0 0 1 1 0 0 1 0 1
577 0 433 0 0 1 1 0 0 1 0 1
581 0 114 0 |4,33 1 1 0 0 0 0 0
584 0 340 0 | 3,41 0 0 0 0 1 0 1
589 0 513 0 |3,12 1 0 0 0 1 1 2
591 21 259 1 2,67 1 0 0 0 1 0 1
594 0 322 0 | 3,48 1 0 0 0 1 0 1
595 0 416 0 0 1 0 1 1 1 0 1
596 0 149 0 3,3 1 0 1 0 0 0 0
599 0 513 0 0 0 0 0 0 1 1 2
601 0 666 0 |39 1 0 0 0 1 1 2
603 145 87 1 0 1 0 0 0 0 0 0
605 387 79 0 | 4,16 1 1 0 0 0 0 0
606 328 788 0 0 1 0 0 0 1 1 2
607 0 411 0 0 1 0 0 0 1 0 1
608 213 369 0 0 1 0 0 0 1 0 1
609 193 104 0 0 1 0 0 0 0 0 0
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Patienten- HHV-8 HIV- Aci- | Gan- | Fos- | CD4 | CD4

nummer Viruslast CD4 | KS | VL |HAART|clovirciclovirlcarnet] 200 | 500 |CD425
611 16 5 0 0 1 1 1 0 0 0 0
613 3360 63 1 5,7 0 0 0 0 0 0 0
614 304 7 1 4,4 1 1 0 0 0 0 0
615 0 99 0 |5,14 1 1 0 0 0 0 0
616 1054 | 449 0 0 1 0 0 0 1 0 1
617 10994 | 261 0 0 1 0 0 0 1 0 1
618 0 118 1 3,48 1 0 0 0 0 0 0
622 0 114 1 |4,86 1 1 0 1 0 0 0
623 457079 | 84 1 14,85 0 0 0 0 0 0 0
627 13 7 0 4.4 0 0 0 0 0 0 0
631 0 112 0 0 1 0 0 0 0 0 0
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