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1 Einleitung

1.1 Historie der HIV-Pandemie

Im Jahre 1981 kam es zu ersten Beschreibungen schwerer Immunschwichen, die mit
Infektionen des opportunistischen Erregerspektrums einhergingen und vorwiegend bei
homosexuellen Ménnern auftraten (Gottlieb et al. 1981; Masur et al. 1981; Siegal et al. 1981).
Die Erkrankung wurde wenig spéter als erworbenes Immundefizienzsyndrom (engl., acquired
immunodeficiency syndrome, AIDS) bezeichnet. Den Arbeitsgruppen von Gallo und
Montagnier gelang es 1983 erstmals, ein bis dahin unbekanntes Retrovirus, das sich
vorwiegend in T-Lymphozyten repliziert, als Erreger dieser neuen Krankheit zu isolieren
(Barre-Sinoussi et al. 1983; Gallo et al. 1983). Ab 1986 wurden dieses Retrovirus und zwei
weitere Virusvarianten unter dem Namen Humanes Immundefizienzvirus 1 (engl., human
immunodeficiency virus, HIV-1) zusammengefasst sowie ein weiteres entdecktes
Immundefizienzvirus mit dem Namen HIV-2 bezeichnet und somit mit der heute
gebriauchlichen Nomenklatur versehen (Clavel et al. 1986; Coffin et al. 1986).

Die weltweite Durchseuchung mit HIV wurde durch den AIDS-Bericht der Vereinten
Nationen im Jahre 2008 auf 33 Millionen Infizierte beziffert (Report on the Global AIDS
Epidemic-UNAIDS, 2008).

Durch langjdhrige Forschungsarbeit ist es heute moglich, HIV und AIDS durch antiretrovirale
Medikamente zu behandeln. Eine Heilung der Infizierten und alle Versuche der Entwicklung
eines Impfstoffes, der den Verlauf der Krankheit abschwichen oder die Infektion verhindern

konnte, sind jedoch bisher gescheitert.

1.2 Immunopathogenese der HIV-Infektion

Ein wichtiger Schliissel zur Entwicklung neuer Behandlungs- und Impfstrategien stellt das
Verstindnis der Pathogenese des Virus dar. Das primére Ziel des HI-Virus und die Ursache
fiir die Entwicklung der Immundefizienz wurden schnell identifiziert: Der Replikationsort von
HIV ist die CD4'-T-Zelle, iiber deren CD4-Rezeptor das Virus in die Wirtszelle eindringt
(Dalgleish et al. 1984; Klatzmann et al. 1984). Die Infektion fiihrt zu einem Verlust dieser
CD4" Zellen, deren Mangel letztendlich fiir die Immunschwiche verantwortlich ist. Der
genaue Mechanismus dieser Zelldepletion ist allerdings auch 25 Jahre nach der

Erstbeschreibung nicht abschlieBend geklért.



Einleitung

Schnell war klar, dass die Replikation des Virus und die Zerstérung der CD4" Wirtszelle zur
Freisetzung neuer Viruspartikel nicht der alleinige Grund fiir die mit langer Verzégerung zur
Primirinfektion einsetzende Immundefizienz sein konnte (Ascher und Sheppard 1990). Eine
frithe Theorie postulierte, dass infizierte Zellen nach einer spezifischen Aktivierung durch ein
Pathogen bei gleichzeitiger intrazelluldrer viraler Replikation den programmierten Zelltod
eingehen (Meyaard et al. 1992). Diese Theorie wurde aber wenige Jahre spiter verworfen, da
die Apoptoserate in der akuten, asymptomatischen Phase sehr viel hoher war, als zu spéteren
Zeitpunkten im Infektionsverlauf, wenn vermehrt Pathogene zu Infektionen fiihren (Meyaard
et al. 1994). Eine weitere Theorie besagt, dass hauptsidchlich uninfizierte, sogenannte
,bystander-“ CD4" Zellen, auf indirektem Wege durch die infizierten Zellen angestoBen, den
programmierten Zelltod eingehen (Finkel et al. 1995).

Mitte der 90er Jahre konnten zwei Korezeptoren identifiziert werden, die neben der CD4-
Oberflachenstruktur zur Infektion der Immunzellen notwendig sind. CCRS5 wurde als
notwendiger Korezeptor fiir monozytotrope HIV-Isolate identifiziert und CXCR4 wurde als
Korezeptor der T-Zelltropen HIV-Isolate festgestellt (Deng et al. 1996; Doranz et al. 1996;
Dragic et al. 1996; Feng et al. 1996). In den letzten Jahren wurde zunehmend klar, dass sich
die Krankheitsmechanismen in der akuten und chronischen Phase unterscheiden (Derdeyn

und Silvestri 2005).

1.3 Akute und Chronische HIV-Infektion
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Abbildung 1: Krankheitsverlauf der HIV-Infektion. Dargestellt ist die Kinetik der
VL, der CD4"-T-Zellen im peripheren Blut bzw. der Mukosa sowie die
Immunaktivierung in den unterschiedlichen Krankheitsphasen der HIV-Infektion.
(modifiziert nach Grossman et al. 2006, 293.)
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In der Akutphase der Infektion kommt es zu einer immensen CD4'-T-Zell-Depletion, die im
wesentlichen im mukosaassoziierten lymphatischen Gewebe (engl., mucosa associated
lymphatic tissue, MALT) stattfindet (s. Abb. 1) (Brenchley et al. 2004; Li et al. 2005;
Mattapallil et al. 2005; Mehandru et al. 2007). Im MALT, wo sich ein groBer Teil der
korpereigenen CD4'-Zellen befindet, wird eine besondere Subpopulation der T-Zellen, die
sogenannten T-Gedédchtniszellen, vermehrt befallen. Da diese tiberdurchschnittlich viel CCRS
auf ihrer Oberfliche exprimieren, nehmen die monozytotropen Virusisolate eine besondere
Stellung in der Frithphase der Erkrankung ein. Der Verlauf der weiteren Erkrankung hangt
hierbei auch von der Fahigkeit des Organismus ab, diesen Verlust an T-Gedéchtniszellen
durch Proliferation und Differenzierung naiver T-Zellen wieder auszugleichen (Picker et al.
2004).

Nach der starken Depletion der CD4 -Zellen in der Akutphase kommt es zunichst zu einer
leichten Regeneration der CD4'-T-Zellen im peripheren Blut, dann jedoch in der chronischen
Phase zu einem kontinuierlichen Abfall dieser Zellen (Grossman et al. 2006). Die
asymptomatische chronische Phase der Infektion geht schlielich, nach manchmal vielen
Jahren, in das Endstadium der Erkrankung, AIDS, iiber. Der Eintritt von AIDS ist hierbei
nach dem amerikanischen Center for Disease Control (CDC) durch das Auftreten von
verschiedenen opportunistischen Infektionen bzw. das Absinken der CD4'-T-Zellen im
peripheren Blut unter 200/pl definiert (CDC et al. 1992). Der stetige Abfall der CD4" Zellen
wird heute im Wesentlichen durch eine anhaltende chronische Aktivierung des
Immunsystems erkliart (Fahey et al. 1998; Giorgi et al. 1999; Hazenberg et al. 2003). Es
konnte aufBlerdem nachgewiesen werden, dass verschiedene Marker fiir eine
Immunaktivierung (IA) mit dem Krankheitsverlauf korrelieren und die IA in Kombination mit
der Anzahl an CD4'-T-Zellen sogar eine bessere Korrelation mit dem Krankheitsverlauf
besitzt als die VL zusammen mit der Zahl an CD4" Zellen (Fahey et al. 1998; Fuchs et al.
1990). Hierbei wird angenommen, dass unter der jahrelangen chronischen Aktivierung des
Immunsystems es zuletzt zu einer Erschopfung der Immunreserven kommt. Dieser Kollaps

des Immunsystems fiihrt dann zum Stadium AIDS.

Die genaue Ursache der chronischen IA ist bisher noch ungeklédrt. Neben dem Virus selbst
wurde zuletzt eine Schiddigung des Magen-Darmtraktes (MDT) als Ursache diskutiert
(Brenchley et al. 2006a; Brenchley et al. 2004; Lackner et al. 2009). Von Brenchley et al.
wurde in diesem Zusammenhang die Hypothese aufgestellt, dass es in der akuten Phase der

Infektion zu einer Schddigung der Darmmukosa kommt und so deren Barrierefunktion
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nachhaltig gestort wird (Brenchley und Douek 2008; Brenchley et al. 2006b). Dadurch kommt
es in der chronischen Phase der Infektion zu einer vermehrten Translokation von Bakterien
und Bakterienbestandteilen {iber diese Barriere. Durch deren Anwesenheit im Korper wird das
Immunsystem chronisch aktiviert. Somit konnte, wie auch schon in der akuten Phase der
Infektion, der Mukosabarriere und dem MALT eine Schliisselfunktion im Verstindnis der

chronischen Immunaktivierung zukommen.

1.4 Der MDT und die Infektion

Der Magen-Darmtrakt (MDT) beherbergt mit dem GALT (engl., gut associated lymphatic
tissue) den groBten Anteil des MALT und erfahrt in der akuten HIV-Infektion eine erhebliche
Schadigung. Noch vor diesen Erkenntnissen beschrieben Kotler et al. spezifische
pathologische Prozesse in histologischen Schnitten aus Diinn- und Dickdarm als Ursache
einer Enteropathie, die viele Infizierte schon in den ersten Jahren der Pandemie als ein
Symptom von AIDS betraf (Kotler et al. 1984).

Der Begriff HIV-Enteropathie umfasst verschiedenste klinische Symptome wie Diarrhoen,
ohne pathogenen Keimnachweis, und Malabsorption mit Mangelerndhrung. Aber auch auf
histologischer Ebene konnten weitere Verdnderungen im MDT nachgewiesen werden, so
konnte eine Atrophie intestinaler Krypten und lokale Zeichen der Inflammation nachgewiesen
werden (Kewenig et al. 1999; Kotler et al. 1993). Auch eine Erhéhung der intestinalen
Permeabilitit, die durch den erhohten Ubertritt von markierten Zuckermolekiilen
nachgewiesen werden konnte, ist mit der Enteropathie vergesellschaftet (Kapembwa et al.
1991; Sharpstone et al. 1999). Zuletzt wurde als mogliche Ursache dieser Enteropathie die
Interaktion in der Frithphase der Infektion zwischen dem HIV-Oberfldchenprotein gp120 und
dem HIV-Korezeptor Bob/GPR15, der vornehmlich auf intestinalen Mukosazellen exprimiert
wird, beschrieben (Clayton et al. 2001; Li et al. 2008).

Mitte der neunziger Jahre wurde das erste Mal der Nachweis angestellt, dass der in der HIV-
Infektion geschiddigte Darm nicht nur zu einer verminderten Resorption, sondern auch zu
einer erhdhten Durchléssigkeit fiir Pathogene fiihrt (Stein et al. 1997). Dieser Gedanke wurde
ca. 10 Jahre spiter von Brenchley et al. aufgegriffen und weiterverfolgt (Brenchley et al.
2006b). Beide Arbeitsgruppen bestimmten bakterielle Produkte in Korperfliissigkeiten des
Menschen, deren Menge sie als reprisentativ fiir den Ubertritt von kommensalen Keimen
iiber die Darmmukosabarriere ansahen. Wéhrend Stein et al. Buttersdure im Urin bestimmten,
vermallen Brenchley et al. Lipopolysaccharide (LPS) im Serum von HIV-Patienten. LPS

bilden einen Teil der Zellwand gramnegativer Bakterien, die die Mehrheit der kommensalen

9
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Keime im Darm des Menschen ausmachen. Durch die eingeschrinkte Barrierefunktion der
Darmmukosa bei HIV-Infizierten kommt es, nach ihrer Hypothese, zum Ubertritt von
Bakterien und mikrobiellen Produkten (mikrobielle Translokation) iiber diese Barriere.
Hierfiir stellen LPS, die auch bei anderen darmkompromittierenden Erkrankungen, wie z.B.
Chronisch Entziindlichen Darmerkrankungen (CED), im Plasma nachweisbar sind, einen
geeigneten Indikator dar (Gardiner et al. 1995).

Brenchley et al. stellten die Hypothese auf, dass die erhdhten Mengen an mikrobiellen
Produkten im Kd&rper zur chronischen Immunaktivierung beitragen, die als Hauptursache fiir

die Entstehung von AIDS anzusehen ist.

1.5 Die Antwort des menschlichen Korpers auf eine LPS-Exposition

Der Kontakt des Korpers mit Bakterien stellt eine Reizsituation dar, bei der es zu einer
Abwehrreaktion des Organismus kommt. Abgesehen von den Bakterien selbst konnen auch
Bakterienbestandteile, wie LPS, einen solchen Reiz darstellen. LPS bilden einen wichtigen
Virulenzfaktor gramnegativer Bakterien, den diese als Endotoxin in ihrer Zellwand tragen
(Heumann und Roger 2002). Auf Grund der weiten Verbreitung dieses Virulenzfaktors unter
Bakterien hat der menschliche Korper vielfdltige Abwehrmechanismen entwickelt, die LPS
aus der Korperzirkulation entfernen konnen. Diese stellen einen wichtigen Teil der
Korperabwehr dar und stimulieren z.B. die angeborene zellulire Immunitét in Form der
Makrophagen. Im Rahmen der Akutphasereaktion kommt es in der Leber und den
Epithelgeweben zu einer vermehrten Produktion von LPS-Binde-Protein (LBP). Nach
Bindung an LPS kann es diese aus dem Kreislauf entfernen oder die Makrophagen-LPS-
Interaktion erleichtern und so zu einer Erniedrigung der LPS-Titer beitragen (Fenton und
Golenbock 1998). Diese LBP-Makrophagen-Interaktion kann zusétzlich durch losliches
CD14 (engl., soluble CD14, sCD14) erleichtert werden. sCD14 ist ein Glykoprotein, das von
Makrophagen bei Kontakt mit LPS abgegeben wird (Bazil und Strominger 1991; Frey et al.
1992). Aber auch die spezifische Immunitit setzt sich mit LPS auseinander. Durch die
Produktion und Abgabe von Endotoxin Kern Antikérpern (engl., endotoxin core antibodies,
EndoCAb) tragen auch B-Zellen dazu bei, die zirkulierenden LPS-Titer zu erniedrigen

(Barclay 1995).
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1.6 Die SIV-Infektion von Rhesusmakaken als Modell der HIV-Infektion
des Menschen

1986 wurde ein weiteres Retrovirus beschrieben, das vergleichbare Charakteristika und
Symptome der Immundefizienz bei Makaken in einer amerikanischen Zuchtkolonie auslosen
konnte (Daniel et al. 1985). Dieses simiane Immundefizienzvirus (engl., Simian
immunodeficiency virus, SIV) entstammte urspriinglich einer anderen Primatenspezies, die
jedoch keinen mit HIV vergleichbaren Krankheitsverlauf zeigte, sondern das Virus viel mehr
als unbedeutenden Kommensalen beherbergte (Coffin et al. 1986). Bei Primatenspezies aus
dem asiatischen Raum, zu denen auch die Makaken zdhlen, kommt eine natiirliche Infektion
mit Immundefizienzviren nicht vor. Sowohl HIV als auch SIV gehoren der Familie der
Lentiviridae an (Modrow et al. 2009).

Die SIV Infektion von Rhesusmakaken (Macaca mulatta) eignet sich sehr gut als Tiermodell
der HIV-Infektion beim Menschen, da sowohl Virus als auch Wirt eine grofle genetische
Ubereinstimmug aufweisen (Johnson und Hirsch 1992). Der groBte Unterschied zwischen den
beiden Infektionen ist, dass die Infektion der Makaken mit SIV schneller verlauft als die HIV-
Infektion des Menschen (Letvin und King 1990). SIV ist insbesondere auch als Tiermodell fiir
Pathogenesestudien geeignet. So befillt SIV genauso wie HIV vorwiegend CD4-positive
Zellen, wie T-Lymphozyten und Makrophagen, und es kommt ebenso zu einer starken
Depletion dieser Zellpopulation im MDT (Desrosiers 1990; Veazey et al. 1998).

Zusitzlich  bietet das SIV-Tiermodell die Mdglichkeit, den unterschiedlichen
Infektionsverlauf verschiedener SIV-infizierter Tiere und Spezies miteinander zu vergleichen.
Zum einen kann der pathologische Infektionsverlauf der Rhesusmakaken mit den
apathogenen Verldufen der natiirlichen Wirte des SI-Virus, wie z.B. der griinen Meerkatze
(engl. african green monkey, AGM), verglichen werden (Hahn et al. 2000; Santiago et al.
2002). In diesen apathogenen Modellen treten trotz hoher nachweisbarer Viruslast und
mukosaler CD4"-Zelldepletion keine Symptome der Immundefizienz auf. In diesen Tieren
induziert die Infektion auch keine chronische Aktivierung des Immunsystems und es konnen
keine erhohten Plasmatiter an LPS gefunden werden (Silvestri 2009, s. Abb. 2). Zum anderen
ist der Vergleich von verschiedenen Progressionstypen bei den infizierten Rhesusaffen selbst
moglich. In manchen Rhesusaffen fiihrt die SIV-Infektion besonders schnell zum Auftreten
von AIDS-Symptomen, in anderen dauert es liberdurchschnittlich lange, oder es kommt gar
nicht zu deren Entstehen. Bei diesem Vergleich besteht der zusétzliche Vorteil, dass die
gleiche Spezies mit dem gleichen Erreger infiziert wird und dadurch intermodell-bedingte

Abweichungen minimiert werden konnen. Viele Experten vermuten im Verstindnis der
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Unterschiede zwischen den verschiedenen Pathogenesetypen der SIV-infizierten
Rhesusmakaken bzw. der pathogenen und apathogenen SIV-Infektion den Schliissel zur

Heilung der HIV-Infektion des Menschen.

Pathogene SIV (oder HIV) Infekton Non-pathogene SIV-Infekton

Blut

&/ ™
CCRS ‘ CO4+
: ' "’ CD4 Depletion
o | im peripheren
L °

cDa Verlust [
L im MDT

I(_f_.-—-
H Keine
e Mikrobielle
_:' Translokation
-’"‘\h aus dem MDT

Mikrobielle
Transloketion
aus dem MDT

Abbildung 2: Vergleich zwischen pathogener und apathogener SIV-Infektion. (modifiziert
nach Silvestri et al. 2008, 106)

1.7 Ziel dieser Arbeit

Ausgehend von der Hypothese, dass in der bakteriellen Translokation eine Ursache der
chronischen Immunaktivierung in der HIV-Infektion liegt (Brenchley et al. 2006b), wurde in
der vorliegenden Arbeit die Bedeutung der mikrobiellen Translokation fiir die Pathogenese
von AIDS im SIV-Rhesusaffen-Tiermodell untersucht. Das Ziel dieser Arbeit war es, die
Translokation bakterieller Bestandteile aus dem MDT im Zeitverlauf der SIV-Infektion
nachzuvollziechen und im Zusammenhang mit der Immunaktivierung und dem
Krankheitsverlauf zu betrachten. Dazu untersuchten wir eine Kohorte von 37 SIV-infizierten
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Einleitung

Rhesusaffen mit heterogenen Krankheitsverliufen und Uberlebenszeiten. In einer
retrospektiven longitudinalen Studie erhoben wir vor der Infektion und engmaschig wihrend
des gesamten Infektionsverlaufs bis zum Tode der Versuchstiere Proben zur Bestimmung der
Untersuchungsparameter.

Als MalBeinheit der mikrobiellen Translokation wurden Lipopolysaccharide (LPS) verwendet,
die im Plasma der Tiere bestimmt wurden. Zusétzlich wurden verschiedene Molekiile, die in
die systemische Antwort des Korpers auf LPS-Kontakt involviert sind, gemessen.

Als Marker fiir die Aktivierung des angeborenen Immunsystems wurde Neopterin im Urin der
Tiere gemessen. Neopterin wird von aktivierten Makrophagen sezerniert und ist ein etablierter
Immunaktivierungsmarker fiir HIV und andere infektiose Erkrankungen (Hoffmann et al.
2003; Mitaka 2005). Zur Darstellung der Aktivierung der erworbenen Immunitét wurde die
Expression von HLA-DR auf CD4"- und CD8"-T-Lymphozyten gemessen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Gerate

Name
Kiihl-/Gefrierkombination
Laminarbank (HeraSafe Heraeus)
Pipetten (versch. Volumina)
Mehrkanalpipette

Pipettierhilfe (Pipetus-Akku)
Genios -Photometer
Tischzentrifuge 5415C

Vortex

Heizblock Thermomixer 5436
37°C Raum

Stoppuhr

Zellkulturschrank HeraCell 240

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Name

BD Falcon 5ml Rundboden Roéhrchen

BD Microlance 3 (0,9mm x 40mm)
BD Vacutainer EDTA oder Zitrat
Einmalspritze (Soft-Ject) Iml
Reaktionsgefidfie 0,5 und 1,5ml
Zellkulturplatten 96-well

Pipettierwannen Costar, 50ml

2.1.3 Chemikalien

Name
Ethanol >99,8%
Dodecylsulfat Natriumsalz (SDS)

Hersteller

Liebherr, Biberach an der Riss

Thermo Electron LED, Langenselbold

Eppendorf AG, Wesseling
Eppendorf AG, Wesseling
Hirschmann, Eberstadt
Tecan, Crailsheim
Eppendorf AG, Wesseling
Schiitt Biotec, Gottingen
Eppendorf AG, Wesseling

Carl Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Hersteller

BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
BD Biosciences, San Jose, USA
Henke-Sass, Wolf, Tuttlingen

Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Sarstedt, Niimbrecht

Vitaris, Baar

Hersteller
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

14



Material und Methoden

2.1.4 Kommerzielle ELISA-Test-Kits

Name Hersteller

Quantikine® Human sCD14 R&D Systems, Minneapolis, USA

LBP - For a wide variety of species Hycult biotechnology b.v., Uden, Niederlande
EndoCab® Hycult biotechnology b.v., Uden, Niederlande

2.1.5 Kommerzielle Limulus-Amebocyte-Lysate (LAL)-Test-Kits

Name Hersteller

QCL-1000® LONZA, Basel, Schweiz (ehemals Cambrex)

2.1.6 Software

Name Hersteller
Endnote, Version 8.0 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA Graph
Pad Prism, Version 5 Graph Pad Software, La Jolla, USA

2.2 \ersuchstiere

Die Versuche wurden an adulten Rhesusaffen (Macaca mulatta) indischer Abstammung
durchgefiihrt. Die Tiere wurden alle am Deutschen Primatenzentrum (DPZ) gehalten und
entstammten entweder dem eigenen Zuchtprogramm, oder wurden von Zuchtstationen aus
England importiert. Sdmtliche Tiere wurden von geschulten Veterindrmedizinern und
Tierpflegern der Abteilung Virologie und Immunologie geméf den Richtlinien des Deutschen
Primatenzentrums und der aktuellsten Fassung des Deutschen Tierschutzgesetzes vom 25.

Mai 1998 betreut.

Zur Infektion der Tiere wurden zwei unterschiedliche SIV Stdmme eingesetzt: der virale Klon
SIVmac239 (Kestler et al. 1990), der tonsillir appliziert wurde, und das Schwarmvirus
SIVmac251 (Le Grand et al. 1992)., das intravends injiziert wurde.

2.2.1 Infektionsverlauf und Gewinnung des Probenmaterials

Die SIV-Infektion zeichnet sich, genauso wie die HIV Infektion, durch einen typischen
Verlauf der Viruslast aus. Dieser Verlauf der Viruslast hatte im wesentlichen Einfluss auf die

Zeitpunkte der Probenentnahmen.
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Blut und Urin wurde mehrmals vor der Infektion und 2wpi (engl., weeks post infection, wpi),
zum Zeitpunkt der akuten Virdmie, 4wpi, 8wpi, 12wpi und 16wpi sowie zum Zeitpunkt der
Sektion gewonnen. Hierzu wurde den Rhesusaffen unter Betdubung (intramuskulére Injektion
von 10mg Ketamin/kg Korpergewicht) Vollblut durch Punktion der Vena femoralis mittels
BD Vacutainer-Blutentnahmerdhrchen entnommen bzw. der ausgeschiedene Urin mittels
Matratzen aufgefangen. Die Proben wurden daraufhin aufbereitet, ihr Plasmabestandteil
wurde extrahiert und bis zur weiteren Verwendung bei —80°C tiefgefroren. Bei manchen
langsam progredienten Tieren unserer Kohorte bestimmten wir zusitzlich Messwerte zu
einem chronischen Zeitpunkt der Infektion, der im Durchschnitt bei 68wpi lag (Spannweite:
42 bis 76wpi). Bis auf 4wpi und 8wpi, wo auf Grund des geringen Probenvolumens nur LPS
und VL sowie die HLA-DR-Expression gemessen werden konnte, wurden zu allen

Zeitpunkten alle Parameter bestimmt.

2.2.2 Unterteilung der Versuchskohorte

Die Zeitspanne bis zur Sektion von 29 Tieren der Kohorte war unterschiedlich lange
(Spannweite: 14 bis 155wpi). 5 der 29 Tiere lebten noch zum Zeitpunkt der Erhebung dieser
Versuchsdaten. Als Sektionszeitpunkt wurde das Auftreten von AIDS-definierenden
Symptomen festgelegt. Zu diesen gehdren z.B. opportunistische Lungeninfektionen mit
Pneumocystis jirovecii oder eine Enteropathie mit Diarrhoen ohne Nachweis eines Pathogens
im Rahmen des sogenannten ,,wasting“-Syndroms (CDC et al. 1992). Die Zeitspanne bis zur
Entwicklung dieser AIDS-spezifischen Symptome ist sowohl in der SIV- wie auch in der
HIV-Infektion individuell verschieden. Es gibt Tiere, die besonders schnell derartige
Symptome entwickeln, im folgenden rapid progressors (engl., RP) genannt, und es gibt Tiere,
die lange einen asymptomatischen Infektionsverlauf aufweisen, im folgenden slow
progressors (engl., SP) genannt.

Zur Unterteilung der Versuchskohorte in eine kiirzer und eine lédnger {iiberlebende
Subpopulation setzten wir im Vorhinein als Grenze den Zeitpunkt 40wpi fest. Auf einer
Kaplan-Meier-Uberlebenskurve entspricht dies etwa dem Zeitpunkt bei dem 65% der Tiere
unserer Kohorte noch lebten (s.Abb. 3).

Damit ergab sich eine RP-Subkohorte von 13 Tieren (Durchschnittliches Uberleben 22,5wpi,
Spannweite 14-37wpi) und eine SP-Subkohorte von 16 Tieren (Durchschnittlicher
Sektionszeitpunkt 74wpi, Spannweite 44-155wpi).
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Abbildung 3: Kaplan —Meier-Uberlebenskurve der Kohorte. Aufgetragen wurden alle
Tiere der Kohorte. Zum Zeitpunkt 40wpi leben noch 65% der Tiere.

2.3 Untersuchte Parameter

Sédmtliche Tests wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Laminarbank in einem Labor
der Sicherheitsstufe S2 durchgefiihrt, um Verunreinigungen und Infektionsrisiken so gering
wie moglich zu halten. Wo immer moglich, wurde eine reverse Pipettiertechnik verwendet,

um Pipettierfehler so gering wie moglich zu halten.

2.3.1 Lipopolysaccharid-Nachweis

Der QCL-1000® ist ein handelsiiblicher Limulus Amebocyte Lysate Test zur Detektion von
bakteriellen Pyrogenen und Endotoxinen in Arzneimitteln, biotechnologischen Erzeugnissen
oder an medizinischen Gerdten. Auch zum Nachweis von Pyrogenen in humanen
Plasmaproben ist dieser Test geeignet (Fukui et al. 1989).

Zur Analyse von Plasmaproben wurden diese zunéchst durch Erhitzen auf 70°C fiir 10min im
Heizblock inaktiviert. Die Proben wurden daraufthin im Verhéltnis 1:10 mit endotoxinfreiem
Reagenzwasser  verdiinnt. Aus der im  Testkit enthaltenen Eschericha-coli-
Endotoxinpriparation wurde nach Zugabe von Reagenzwasser und 15min Vortexen die
Standardverdiinnungsreihe hergestellt. Es wurden Verdiinnungsstufen mit 1, 0.5, 0.25 und

0.1EU/ml nach Herstellerangaben hergestellt. Zusétzlich wurde zur besseren Darstellung des
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Endotoxingehalts bei niedrigen Messwerten die Stufe 0.05EU/ml eingefiihrt. Den
Herstellerangaben folgend wurden alle weiteren Schritte unter 37°C Raumtemperatur
durchgefiihrt. Jeweils 50ul der verdiinnten Plasmaprobe bzw. der Standardlésung wurden in
doppelten Ansdtzen auf eine sterile 96-Well-Zellkulturplatte aufgebracht. AuBBerdem wurde
eine Blindprobe aus Reagenzwasser ebenfalls in Doppelbestimmung angesetzt. Als nichstes
wurden 50ul LAL-Enzym aufgebracht, mit der Probe durch Auf- und Abpipettieren vermischt
und fiir 10min inkubiert. Um die genaue Einhaltung der Inkubationszeit zu gewéhrleisten,
wurde ab der Zugabe des Enzyms in den ersten Reaktionsansatz die Zeit per Stoppuhr
vermessen. Nach Ablauf der 10min wurde 100ul chromogenes Substrat, das zuvor auf 37°C
erwarmt worden war, zugegeben und mit dem Inhalt der Wells vermischt. Wiederum wurde
die darauthin folgende Inkubationszeit von 6min genau per Stoppuhr terminiert. Nach Ablauf
der 6min wurde der nun entstechende Farbumschlag photometrisch im Reaktionsverlauf
gemessen, um die optimale Bandbreite der Absorptionswerte zu gewihrleisten. Daraufhin
wurde die Reaktion durch Zugabe von 100ul 10%iger Sodium-Dodecylsulfat Losung (SDS)
gestoppt und durch Auf- und Abpipettieren vermischt. Die nachfolgende finale
photometrische Messung bei einer Absorption von 405nm mit einem Tecan-Photometer

wurde als Grundlage fiir die weitere Auswertung verwendet.

2.3.2 Enzym-linked immunosorbent assay (ELISA)

Die drei Parameter EndoCab, LBP und sCDI14 wurden mittels kommerziell erwerblichen
ELISA Test-Kits im Affenplasma gemessen. Alle diese Tests wurden nach dem Prinzip des
Sandwich-ELISAs durchgefiihrt.

Die Versuche wurden leicht modifiziert nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Sdmtliche
Tests wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Da die Test-Kits, mit Ausnahme des LBP-
Kits, fiir humanes Plasma konzipiert worden waren, musste zundchst die Kreuzreaktivitéit mit
Rhesusaffenantigenen getestet und die normalen Konzentrationen der Molekiille im
Affenplasma bestimmt werden. Die Probenverdiinnung wurde darauthin an die teilweise
herabgesetzte Reaktivitit bzw. die verdnderten Normalwerte gegebenenfalls entsprechend

angepasst.

2.3.2.1 EndoCab-ELISA-Testkit

Der EndoCab-ELISA-Test ermoglicht die gesonderte Detektion von IgA, IgG und IgM
Antikorpern. Allerdings erwies sich lediglich der Antikorper der Klasse M als ausreichend

kreuzreaktiv, so dass nur dieser Antikorper in der Datenerhebung zum Einsatz kam.
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Die Entscheidung beziiglich der Kompatibilitdt der Antikorperklassen wurde anhand der
Steilheit der Steigung einer Titrationsgeraden des entsprechenden Antikdrpers im Vergleich
zu der Geraden der Standardverdiinnungsreihe getroffen, wobei die Steigung anndhrend
gleich ausfallen sollte und die Geraden mdglichst parallel zueinander liegen sollten.

Die Plasmaproben wurden um den Faktor 1:40 mit dem kiteigenen Verdiinnungspuffer auf
einer separaten Zellkulturplatte verdiinnt. Eine Standardverdiinnungsreihe wurde hergestellt.
Hierzu verdiinnte man 450pl einer 3,5MMU/ml Standardldsung durch Uberpipettieren jeweils
der Hilfe des Ansatzes auf die nichst-niedrigere Verdiinnungsstufe und fiillte den Ansatz zur
anderen Hailfte mit 225ul Verdiinnungspuffer auf. Nach sorgfiltigem Durchmischen durch
Auf- und Abpipettieren wiederholte man diese 1:2 Verdiinnung fiinf mal, bis man in dem
siebten Ansatz eine Verdiinnungsstufe von 1:64 erreicht hatte. Als achter Ansatz wurde als
Blindprobe reiner Verdiinnungspuffer verwendet. Zusétzlich zu dieser kiteigenen
Standardkurve wurde zur Etablierung und Kompatibilititspriifung ein aus drei gesunden
Rhesusaffen zusammengestelltes Referenzplasma in den Verdiinnungsstufen 1:10, 1:20, 1:40
und 1:80 eingesetzt. 100ul der Plasmaansétze und Standardlésungen wurden sodann jeweils
zweifach auf die mit Antikorpern beschichtete 96-Well-ELISA-Platte aufgetragen. Die
Plasmaproben wurden per 12-Kanalpipette von der Zellkulturplatte auf die Platte aufgebracht,
die Kit-Standardreihe und der Rhesusmix-Standard einzeln aus den jeweiligen Réhrchen. Fiir
eine einstiindige Inkubationszeit wurde die Platte abgedeckt und bei 37°C im
Zellkulturschrank gelagert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Inhalt der Wells mit
der Mehrfachpipette einzeln abgezogen und verworfen. Dann wurde 200ul kiteigener
Waschpuffer aufgetragen und fiir 20 Sekunden inkubiert. Der Waschpuffer wurde durch
Abkippen und anschlieBendes drei- bis viermaliges Ausschlagen der Platte auf einer Lage
Tiicher mdglichst vollstidndig entfernt und der Waschvorgang dreimal wiederholt, so dass die
Wells insgesamt viermal ausgewaschen wurden. Als nichstes wurden per Mehrkanalpipette
100ul Tracer-Antikorper, der zuvor im Verhiltnis 1:100 mit Verdiinnungspuffer verdiinnt
worden war, in die Wells gegeben. Einer erneuten Inkubationszeit von einer Stunde im
Zellkulturschrank folgte ein abermaliger Waschschritt (s.0.). Hiernach wurde als Substrat des
Peroxidaseenzyms, das an den Tracer-Antikdrper gekoppelt zugegeben worden war, 100ul
Tetramethylbenzidin (TMB) zugegeben. Binnen ca. 20min Inkubationszeit unter
Lichtausschluss bei Raumtemperatur kam es zu einem blauen Farbumschlag. 100ul Stopp-
Puffer wurden nach ca. 25min hinzugegeben und damit die Enzymaktivitdt nachhaltig gestort.

Es kam zu einem Farbumschlag von blau zu gelb. AnschlieBend wurde durch Auf- und
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Abpipettieren der Probenansatz vermischt und die Absorption bei einer Wellenldnge von

450nm im Tecan-Photometer bestimmt.

2.3.2.2 LBP-ELISA-Testkit

Der LBP-ELISA-Kit war nach Herstellerangaben fiir die Untersuchung von Affenplasma
geeignet, was sich in den durchgefiihrten Vortests bestétigte. Allerdings musste auf Grund der
groflen Bandbreite der LBP-Spiegel nicht nur in einer 1:100 Verdiinnung, wie es auch der
Hersteller vorsieht, sondern auch in einer 1:1000 Verdiinnung gemessen werden. Teilweise
war es sogar notwendig, zusitzliche Messungen in einer 1:10.000 Verdiinnung anzustellen, da
die Werte ansonsten nicht im linearen Bereich der Messkurve lagen. Nach Berticksichtigung
des Verdiinnungsfaktors lieferten diese stirker verdiinnten Proben jedoch vergleichbare Werte,
weswegen keine Notwendigkeit fiir eine zweite Wertbestimmung in einer Verdiinnung
bestand.

Das Probenmaterial wurde 1:100 mit dem kiteigenen Verdiinnungspuffer auf einer separaten
Zellkulturplatte verdiinnt und ein Teil davon per 12-Kanal-Pipette zur Erstellung einer 1:1000
Verdiinnung auf eine zweite Zellkulturplatte iberfiihrt. Eine Standardverdiinnungsreihe
wurde hergestellt, indem eine 100ng/ml Standardldsung durch Uberpipettieren 1:2 mit Puffer
verdiinnt wurde. Diese 1:2 Verdiinnung wurde bis zu einer Verdiinnung von 1:64 fortgefiihrt,
so dass insgesamt sieben Standardansidtze verwendet wurden. Als achter Ansatz wurde als
Blindprobe reiner Verdiinnungspuffer verwandt. Zusitzlich wurde bei der Etablierung des
Testkits ein aus drei gesunden Rhesusaffen zusammengestelltes Referenzplasma in den
Verdiinnungsstufen 1:50, 1:100, 1:200 und 1:400 verwendet. 100ul der Plasma- und
Standardverdiinnungen wurden jeweils doppelt auf die mit Antikorpern beschichtete ELISA-
Platte aufgetragen. Die Proben wurden per 12-Kanalpipette von der Zellkulturplatte auf die
Platte tbertragen, die Kit-Standardreihe und der Rhesusmix-Standard einzeln aus den
jeweiligen Einzelrohrchen. Es folgte ein Abdecken der Platte und eine Inkubation bei
Raumtemperatur fiir eine Stunde. AnschlieBend wurde der Inhalt der Wells mit der
Mehrfachpipette einzeln abgezogen und verworfen, sodann 200ul Waschpuffer aufgetragen
und fiir 20 Sekunden inkubiert. Der Waschpuffer wurde durch Abkippen und anschlieendes
drei- bis viermaliges Ausschlagen der Platte auf einer Lage Tiicher moglichst vollstindig
entfernt und der Waschvorgang dreimal wiederholt, so dass insgesamt viermal gewaschen
wurde. Als nédchstes wurde per 12-Kanal-Pipette jeweils 100ul Tracer-LPS, das zuvor 1:6 mit
Verdiinnungspuffer verdiinnt worden war, in die Wells gegeben und durch Auf- und

Abpipettieren vermischt. Nach erneutem Abdecken und einstiindiger Inkubation bei
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Raumtemperatur wurde der Waschvorgang wiederholt (s.0.). Dann wurde je Well 100ul
Streptavidin-Peroxidase-Konjugat, das zuvor 1:24 mit Puffer verdiinnt worden war,
hinzugegeben und durch Auf- und Abpipettieren vermischt. Nach abermaliger einstiindiger
Inkubation und Waschen der Wells wurde 100ul Tetramethylbenzidin (TMB) als Substrat
zugegeben. Binnen ca. 20min Inkubation bei Dunkelheit und Raumtemperatur kam es zu
einem blauen Farbumschlag. Dieser Verédnderte sich unter Zugabe von je 100ul Stopp-Puffer
pro Well hin zu einer Gelbfarbung. Nach Durchmischung der Ansitze wurde die Absorption

bei 450nm Wellenldnge mit dem Tecan-Photometer vermessen.

2.3.2.3 Quantikine Human-sCD14-ELISA-Testkit

Die Plasmaproben wurden 1:100 mit Kalibrierungspuffer auf einer separaten Zellkulturplatte
verdiinnt. Eine Standardverdiinnungsreihe wurde hergestellt. Ausgehend von der im Kit
enthaltenen 16000pg/ml Standardlésung wurden 500ul zu gleichem Anteil mit
Kalibrierungspuffer verdiinnt, so dass ein 8000pg/ml Losung entstand. Diese 1:2 Verdiinnung
wurde bis zum Erhalt eines 250pg/ml Ansatzes sechs mal fortgesetzt. Jeweils 100ul des
Plasmaansatzes wurden per 12-Kanal-Pipette von der Zellkulturplatte in die
antikorperbeschichteten Wells der ELISA-Platte iibertragen. Jeder Messansatz wurde in
doppelter Ausfiihrung bestimmt. Die Standardansidtze wurden zu 100ul einzeln aus separaten
Eppendorf-Cups auf die ELISA-Platte tibertragen und ebenfalls doppelt vermessen.

Darauthin folgte das Abdecken der Platte und die Inkubation bei Raumtemperatur fiir drei
Stunden. Danach wurde mit der Mehrfachpipette der Inhalt der Wells einzeln abgezogen und
verworfen, sodann 200ul Waschpuffer aufgetragen und fiir 20 Sekunden inkubiert. Der
Waschpuffer wurde durch Abkippen und anschlieBendes drei- bis viermaliges Ausschlagen
der Platte auf einer Lage Tiicher moglichst vollstindig entfernt und der Waschvorgang
dreimal wiederholt, so dass insgesamt viermal gewaschen wurde. Als nichster Schritt wurde
jeweils 200ul sCD14-Konjugat in die Wells gegeben und per Auf- und Abpipettieren gut
vermischt. Nach Abdecken der Platte und Inkubation bei Raumtemperatur fiir eine Stunde
wurden die Waschschritte wie oben beschrieben wiederholt. Die Substratlosung war 15min
vor dem Ende der letzten Inkubationszeit aus zwei Kit-Reagenzien im Verhéltnis 1:1
hergestellt worden und wurde nun jeweils 4 200ul per 12-Kanal-Pipette in die Wells gegeben.
Daraufhin wurde die Platte weitere 30min bei Raumtemperatur und unter Lichtausschluss
inkubiert, bevor 50ul Stopp-Losung in die Wells gegeben wurde. Nach griindlichem
Vermischen durch Auf- und Abpipettieren wurde die Absorption bei 450nm mit dem Tecan-

Photometer gemessen.
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2.3.3 Bestimmung der Viruslast

Zur Bestimmung der Viruslast wurde zunéchst Virus-RNA der SIV-infizierten Versuchstiere
aus Blutplasma mit Hilfe des Mag Attract® Virus Mini M48-Isolations-Kit und des BioRobot
M48 der Firma Qiagen isoliert. Mittels einer reversen  Transkriptions-
Polymeraseketternreaktion (RT-PCR), als Kit ebenfalls von der Firma Qiagen erhéltlich
(QuantiTect® Probe), wurde in einem nichsten Schritt die Viruslast der Tiere im 7500 Real-
Time PCR System von Applied Biosystems bestimmt (Tenner-Racz et al. 2004). Diese

Messungen wurden von Frau Dr. Sauermann und ihren Mitarbeitern durchgefiihrt.

2.3.4 Bestimmung der Betakarotinresorption

Bei 8 Tieren der Kohorte wurde die Serumkonzentration an Betakarotin, nach
Deproteinisierung mit Ethanol und Extraktion in Petroleumether, photometrisch bei einer
Wellenldnge von 456nm bestimmt (Kewenig et al. 1999). Die Messungen wurde von der
Arbeitsgruppe Thomas Schneider, Charité, Berlin, durchgefiihrt und freundlicherweise zur

Verfligung gestellt.

2.3.5 Bestimmung von Neopterin

Der Nachweis von Neopterin im Urin der SIV-infizierten Versuchstiere wurde mit einer
Hochdruck-Fliissigkeitschromatographie (engl., high-pressure liquid chromatography)
ermoglicht. Hierbei wurden die gemessenen Neopterinwerte mit gemessenen Kreatinin-
Konzentrationen verrechnet, um physiologische Schwankungen des spezifischen
Uringewichtes zu beriicksichtigen (Fendrich et al. 1989). Die Methode wurde von Herrn Prof.
Fuchs der Abteilung Biochemie des Biozenters der Universitit Innsbruck, Osterreich, etabliert

und durchgefiihrt (Fuchs et al. 1988).

2.3.6 Bestimmung der HLA-DR-Expression

Die Expression von HLA-DR wurde sowohl auf CD4"- als auch CD8"-T-Lymphozyten als
Marker der spezifischen 1A bestimmt. Periphere mononukledre Blutleukozyten wurden mit
Hilfe eines Ficoll Dichtegradienten isoliert und 300000 Zellen mit bis zu zehn verschiedenen
Antikdrpern inkubiert (Schulte et al. 2009). Nach waschen und fixieren der Zellen wurden
diese mit einem LSRII Durchflusszytometer gemessen und deren Zusammensetzung mit dem
Programm FloJo analysiert. Diese Untersuchungen wurden von Herrn PD Dr. Sopper und

seinen Mitarbeitern durchgefiihrt.
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2.3.7 Statistische Auswertung und graphische Darstellung

Statistische Analysen wurden mit dem Programm Graph Pad Prism 5.0 durchgefiihrt. Zur
Bestimmung von Korrelationen zwischen den einzelnen Parametern wurde der nicht-
parametrische Spearman-Rank-Test angewendet. Vergleiche zwischen RP und SP wurde mit
dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test angestellt. Die Verdnderungen eines
Parameters im Zeitverlauf der Infektion wurden mit dem nicht-parametrischen, gepaarten
Wilcoxon signed-rank-Test auf ihre Signifikanz tiberpriift. Alle drei Tests wurden zweiseitig
und mit einem Konfidenzintervall von 95% durchgefiihrt. Ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde
als statistisch signifikant angesehen.

Die abgebildeten Graphen wurden ebenfalls mit dem Programm Graph Pad Prism 5.0 erstellt.
Bei den Graphen, die Zeitverliufe abbilden, sind Mediane und zusétzlich der

Interquartilenabstand dargestellt.
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3 Resultate

In der vorliegenden Arbeit wurde die mikrobielle Translokation im SIV Tiermodell der HIV-
Infektion untersucht. Das Ziel war, die Bedeutung dieser Translokation fiir den
Infektionsverlauf und deren mdgliche Auswirkung auf die Aktivierung des Immunsystems
und die Pathogenese der HIV-Infektion zu betrachten.

Die Versuche wurden retrospektiv in einer Kohorte von 37 nicht-immunisierten Rhesusaffen
aus 8 verschiedenen Vakzinierungsexperimenten am Deutschen Primatenzentrum in
Gottingen durchgefiihrt. Die Tiere wurden je etwa zur Hélfte mit dem lymphozytotropen
Virusstamm SIVmac239 (19 Tiere) und dem monozytotropen Erregerstamm SIVmac251
MPBMC (18 Tiere) infiziert.

Den Tieren wurde zu bestimmten Zeitpunkten des Infektionsverlaufs Plasmaproben
entnommen und auf Lipopolysaccharide (LPS), die als Ausdruck einer bakteriellen
Translokation angenommen wurden, hin untersucht. Neben verschiedenen mit LPS
assoziierten Molekiilen wurde zusétzlich die Viruslast und zwei Parameter der
Immunaktivierung im Plasma bzw. im Urin bestimmt sowie die Uberlebenszeit der Tiere
errechnet. Ausgehend von der Uberlebenszeit konnte die Versuchskohorte in zwei
Subpopulationen unterteilt werden. Diese unterschiedlichen Infektionsverliufe wurden

ebenfalls in die Betrachtung der mikrobiellen Translokation einbezogen.
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3.1 Die Viruslast im Infektionsverlauf
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Abbildung 4: Viruslast im Zeitverlauf. Auf der Y-Achse ist die Viruslast in RNA-
Kopien/ml aufgetragen, auf der X-Achse ist die Zeit in wpi dargestellt. Dargestellt sind
Mediane inkl. der interquartilen Abstdnde. Die roten Dreiecke sind RP, die schwarzen
Quadrate SP, # markiert die Werte zum durchschnittlichen Sektionszeitpunkt, * markiert
signifikante Unterschiede zwischen RP und SP, der p-Wert stellt den am wenigsten
signifikanten Unterschied dar und wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt.

Bei der SIV-, wie auch der HIV-Infektion, lédsst sich die Infektion anhand der Viruslast in
einen typischen Verlauf gliedern. Diesen typischen Verlauf der peripheren VL-Kurve fanden
wir auch in unserer Kohorte wieder (s. Abb. 4).

Der Infektion folgte eine akute Phase der Virdmie. Diese Phase des steilen Anstiegs der VL
hat regelhaft 2wpi ihr Maximum und erreichte in beiden Progressionsgruppen mittlere Werte
von ca. 1*10"7 RNA-Kopien/ml. In der darauthin folgenden postakuten Phase kam es zu
einer Erniedrigung der peripheren VL-Titer. Sowohl RP als auch SP zeigten von 4wpi bis
16wpi eine Plateauphase der VL, die bei den RP allerdings ca. zwei Dekaden hoher lag als bei
den SP. Dieser Unterschied war zu jedem Zeitpunkt signifikant (p<0,004). Diese postakute
Phase ging bei den SP in eine chronische Phase iiber, bei der die individuellen VL-Titer in
etwa gleich blieben. Bei Erreichen von AIDS kam es in beiden Gruppen zu einem
abermaligen Anstieg der VL, dessen Hohe sich wiederum signifikant zwischen RP und SP
unterschied (p=0,0008).

Der Infektionsverlauf und die Viruslast zeigte keine Abhéngigkeit von dem zur Infektion

verwandten Virusstamm.
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3.2 Durchléassigkeit der intestinalen Mukosabarriere

Als Ursprung der erhoht gemessenen LPS-Titer wurde wiederholt der MDT angenommen.
Um eine Fehlfunktion der intestinalen Mukosa im postakuten Stadium der SIV-Infektion
nachzuweisen, wurden -Karotin als Marker der Malabsorption gemessen und mit den LPS-
Werten, einem Mittelwert, errechnet aus Messwerten 12wpi und 16wpi, verglichen. Der
Zeitpunkt der LPS-Messung (ca. 14wpi) entspricht somit dem Zeitpunkt 100 Tage nach der
Infektion, an dem von Brenchley et al. die Messungen angestellt wurden, die zur Ausbildung
ihrer Hypothese fiihrten (Brenchley et al. 2006b). Der Zeitpunkt der Betakarotinmessung liegt
bei 12wpi. (s. Abb. 5)
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Abbildung 5: Beta-Karotinresorption im Vergleich vor der Infektion und 12wpi. Auf der
Y-Achse ist die Beta-Karotinkonzentration im Serum in pg/ml aufgetragen, auf der X-
Achse sind die beiden Zeitpunkte uninfiziert und 12wpi dargestellt. Der p-Wert stellt den
signifikanten Abfall dar und wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt.

In 8 représentativen Tieren unserer Kohorte zeigte sich ein signifikanter Abfall in der [3-
Karotin-Konzentration 12wpi im Vergleich mit individuellen Werten vor der Infektion
(p<0,02, s. Abb. 5). LPS zeigte im gleichen Zeitraum einen signifikanten Anstieg im
Vergleich zu individuellen Werten vor der Infektion (p=0,0007, s. Abb. 6) Hierbei war bei 20
Tieren ein Anstieg messbar, bei 6 Tieren blieb die Konzentration gleich und 3 Tiere fielen mit
den LPS-Titern ab. Eine signifikante Korrelation zwischen individuellem B-Karotin und LPS

konnte jedoch nicht festgestellt werden.
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Abbildung 6: LPS-Konzentration im Vergleich vor der Infektion und 14wpi. Auf der Y-
Achse ist die LPS-Konzentration im Plasma in pg/ml aufgetragen, auf der X-Achse sind
die beiden Zeitpunkte uninfiziert und 14wpi dargestellt. Der p-Wert stellt den
signifikanten Anstieg dar und wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt.
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3.3 Zeitverlauf der Lipopolysaccharide (LPS) im Plasma
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Abbildung 7: LPS im Zeitverlauf. Auf der Y-Achse ist die LPS-Konzentration im Plasma
in pg/ml aufgetragen, auf der X-Achse ist die Zeit in wpi dargestellt. Dargestellt sind
Mediane inkl. der interquartilen Abstidnde. Die roten Dreiecke sind RP, die schwarzen
Quadrate SP, # markiert den Sektionszeitpunkt.

Da 100 Tage nach der Infektion ein LPS Anstieg messbar war, sollte nun die Kinetik der
LPS-Konzentration im Infektionsverlauf engmaschig betrachtet werden. In der akuten Phase
der Infektion 2wpi kam es weder bei den RP noch bei den SP zu einem Anstieg der LPS-
Spiegel im Plasma (s. Abb. 7). Zum Zeitpunkt 4wpi stiegen sowohl bei den RP als auch bei
den SP die LPS-Titer im Vergleich zum Ausgangswert auf Werte um 100pg/ml an (p<0,05).
Auch 8wpi setzte sich dieser Trend fort (p<0,007). Im weiteren Verlauf kam es zu einem
Riickgang der LPS-Titer, die bis zum Sektionszeitpunkt erneut im Bereich der Ausgangswerte
lagen. Hierbei war 12wpi ein nicht signifikanter Abfall und 16wpi in beiden Gruppen erneut
eine signifikante Erh6hung im Vergleich zur Vorinfektion messbar. Die LPS-Titer 16wpi der
RP lagen im Mittel auf 65pg/ml (p<0,05) und die der SP auf im Mittel 183pg/ml (p<0,01, s.
auch Abb. 6). Zum chronischen Messzeitpunkt der SP wurden Mittelwerte von 82pg/ml
gemessen. Zum Sektionszeitpunkt wurden weiter abgefallene LPS-Werte von ca. 57pg/ml in
beiden Gruppen gemessen.

Die unterschiedlichen Virusstimme hatten keinen Einfluss auf die Hohe der LPS-Werte.
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3.4 Lipopolysaccharid-Binde-Protein (LBP)

106_
— #
£ 105 #
(@)
c
£ -
o
m 10%
|
103I ) ) ) ) ) : : ) ) |
0O 4 8 12 16 2 70 80 90

wpi

Abbildung 8: LBP im Zeitverlauf. Auf der Y-Achse ist die LBP-Konzentration im Plasma
in ng/ml aufgetragen, auf der X-Achse ist die Zeit in wpi dargestellt. Dargestellt sind
Mediane inkl. der interquartilen Abstinde. Die roten Dreiecke sind RP, die schwarzen
Quadrate SP, # markiert den Sektionszeitpunkt.

Als Teil der LPS spezifischen Abwehrreaktion des Korpers maflen wir LBP im Plasma der
Tiere. Die LBP-Titer stiegen in der virdmischen Phase 2wpi signifikant im Vergleich zum
Wert vor der Infektion (SP: ca. 10.000ng/ml im Median, RP: ca. 4500ng/ml im Median) auf
Werte um 25.000ng/ml an (p<0,05, s. Abb. 8). Im weiteren Verlauf blieben sie erhoht, wobei
sich die Menge in der chronischen Phase etwas erniedrigte. Zum Zeitpunkt 12wpi wurde
ebenfalls ein zu Vorinfektionswerten signifikant erhohter Wert in beiden Gruppen gemessen
(p<0,002). Zum Zeitpunkt 16wpi kam es zu einem leichten Abfall der LBP-Werte der beiden
Teile der Kohorte und zum chronischen Messzeitpunkt der SP wurde ein weiterer Abfall als
signifikant zum 16wpi Wert gemessen (p<0,05). Nach diesem Abfall stiegen die LBP-Level
zum Zeitpunkt AIDS jedoch wieder sprunghaft auf Werte tiber 100.000ng/ml in beiden
Gruppen an (p<0,02).
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3.5 Endotoxin Core Antibodies (EndoCADb)

EndoCab in MMU/ml

Abbildung 9: EndoCAb im Zeitverlauf. Auf der Y-Achse ist die EndoCAb-Konzentration
im Plasma in MMU/ml aufgetragen, auf der X-Achse ist die Zeit in wpi dargestellt.
Dargestellt sind Mediane inkl. der interquartilen Abstinde. Die roten Dreiecke sind RP, die
schwarzen Quadrate SP, # markiert den Sektionszeitpunkt.

EndoCAD sind gegen einen Teil des Endotoxins gerichtete Antikorper, die zur Reduktion der
zirkulierenden LPS-Titer beitragen. In der gesamten Kohorte fiel die Antikdrpermenge in der
akuten Infektion 2wpi von ca. SMMU/ml vor der Infektion auf ca. 6MMU/ml (p<0,01; s. Abb.
9). Abgesehen davon konnten keine signifikanten Verdnderungen im Infektionsverlauf oder
abhingig von der Krankheitsprogression festgestellt werden. In den RP bestand ein Trend zu

einem Anstieg zum Zeitpunkt der Sektion, der jedoch nicht signifikant ausfiel.
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3.6 Losliches CD14 (sCD14)
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Abbildung 10: sCD14 im Zeitverlauf. Auf der Y-Achse ist die sCD14-Konzentration im
Plasma in ng/ml aufgetragen, auf der X-Achse ist die Zeit in wpi dargestellt. Dargestellt
sind Mediane inkl. der interquartilen Abstdnde. Die roten Dreiecke sind RP, die schwarzen
Quadrate SP, # markiert den Sektionszeitpunkt.

Losliches CD14 ist ein von Makrophagen bei LPS-Kontakt abgegebenes Oberflichenantigen,
das die LBP-Makrophagen-Interaktion erleichtert und so ebenfalls zur Reduktion der LPS im
Plasma beitrdgt. Nach der Infektion pendelte sich die Menge an sCD14 auf Werte um
700ng/ml ein, was den Vorinfektionswerten entspricht (s. Abb. 10). Erst als die Tiere AIDS-
spezifische Symptome entwickelten und darauthin seziert wurden, stiegen diese sCD14-Level
in beiden Gruppen signifikant an (p<0,05). Signifikante Unterschiede zwischen den beiden
Krankheitsverlaufsgruppen waren nicht vorhanden. Zu keinem Zeitpunkt der Infektion konnte

eine signifikante Korrelation mit der Menge an LPS oder der Uberlebenszeit der Tiere

festgestellt werden.
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3.7 Neopterin
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Abbildung 11: Neopterin im Zeitverlauf. Auf der Y-Achse ist das Neopterin im Urin
normiert auf den individuellen Ausgangswert aufgetragen, auf der X-Achse ist die Zeit in
wpi dargestellt. Dargestellt sind Mediane inkl. der interquartilen Abstinde. Die roten
Dreiecke sind RP, die schwarzen Quadrate SP, # markiert den Sektionszeitpunkt, *
markiert signifikante Unterschiede zwischen RP und SP, der p-Wert stellt den am
wenigsten signifikanten Unterschied dar und wurde mittels Mann-Whitney-Test ermittelt.

Neopterin stieg in der akut-virdmischen Phase der Infektion 2wpi dhnlich der VL sprungartig
an (s. Abb. 11). Im Durchschnitt wurden zehnfache Werterhhungen gegeniiber dem
Ausgangsniveau verzeichnet. Ab 4wpi kam es zu einem Riickgang des Neopteringehalts und
es etablierte sich, wiederum &hnlich der VL, eine Plateauphase der Neopterinwerte. Wahrend
dieser Plateauphase lagen die Neopterinwerte der RP durchgéngig ca. doppelt so hoch wie die
der SP (p<0,006). Zum Zeitpunkt der AIDS-Entwicklung stieg der Neopteringehalt des Urins
wieder sprunghaft an, wobei auch hier ein signifikanter Unterschied zwischen RP und SP

bestand (p<0,004).

32



Resultate

3.8 Expression von HLA-DR auf CD4"- und CD8"-T-Lymphozyten
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Abbildung 12: HLA-DR exprimierende CD4"-T-Zellen im Zeitverlauf. Auf der Y-Achse
ist die Verinderung der HLA-DR® CD4" Zellen als Prozentsatz des individuellen
Basiswertes angegeben, auf der X-Achse ist die Zeit in wpi dargestellt. Dargestellt sind
Mediane inkl. der interquartilen Abstdnde. Die roten Dreiecke sind RP, die schwarzen
Quadrate SP, * markiert signifikante Unterschiede zwischen RP und SP, der p-Wert stellt
den am wenigsten signifikanten Unterschiede dar und wurde mittels Mann-Whitney-Test
ermittelt.

Bei einem Teil der Tiere wurde in unserer Kohorte die HLA-Expression auf den CD4 - bzw.
CD8"-T-Zellen als IA-Parameter der unspezifischen IA gemessen. Bei den anderen Tieren der
Kohorte war dieser Parameter nicht im Verlauf des Versuches erhoben worden und konnte,
weil keine Zellen zur Verfiigung standen, auch nicht nachgemessen werden.

Die HLA-DR-Expression der CD4 -T-Zellen sank in der akuten Phase der Infektion in beiden
Progressionsgruppen um ca. die Hilfte ab (s. Abb. 12). Anschliefend kam es zu einem
weiteren und anhaltenden Abfall in der RP Gruppe, wohingegen ein signifikanter Anstieg der
HLA-DR-positiven T-Helferzellen bei den SP zwischen 2 und 4wpi messbar wurde (p<0,02).
Die Expression bei den SP iiberstieg 8wpi sogar den Ursprungswert und 12wpi war ein
signifikanter Anstieg gegeniiber der Akutphase der Infektion messbar (p<0,002). Die Werte
der SP lagen ab 4wpi bis 12wpi zu jedem Zeitpunkt signifikant hoher als die der RP (p<0,01).
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Abbildung 13: HLA-DR exprimierende CD8"-T-Zellen im Zeitverlauf. Auf der Y-Achse
ist die Verinderung der HLA-DR'-CD8"-Zellen als Prozentsatz des individuellen
Basiswertes angegeben, auf der X-Achse ist die Zeit in wpi dargestellt. Dargestellt sind
Mediane inkl. der interquartilen Abstinde. Die roten Dreiecke sind RP, die schwarzen
Quadrate SP, * markiert signifikante Unterschiede zwischen RP und SP, der p-Wert stellt
den am wenigsten signifikanten Unterschiede dar und wurde mittels Mann-Whitney-Test
ermittelt.

In der akuten Phase der Infektion blieb die HLA-DR-Expression der CD8"-T-Zellen konstant
(s. Abb. 13). Darauffolgend kam es 8 und 12wpi zu einem signifikanten Absinken des
Prozentsatzes der Expression auf den RP (p<0,04) und zu einem Ansteigen auf den SP
(p<0,004), jeweils im Vergleich mit Werten aus der Akutphase 2wpi. Zu den gleichen
Zeitpunkten bestand ein signifikanter Unterschied zwischen den RP und den SP (p<0,02).
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3.9 Zusammenhdange zwischen den Versuchsparametern

Durch die Darstellung der Korrelationen der Versuchsparameter untereinander sollen
mogliche Zusammenhénge aufgezeigt werden. Hierbei werden die LPS-Konzentrationen bzw.
die Parameter der IA ins Zentrum der Betrachtung gestellt, da ihnen eine besondere
Bedeutung fiir die Pathogenese der HIV-Infektion beigemessen wird. Den aufgefiihrten
Korrelationen liegen, wenn nicht anders angegeben, die Daten der Tiere beider Gruppen zu

Grunde.

3.9.1 Korrelationen der Lipopolysaccharide (LPS)

Insgesamt korrelierten LPS-Titer nur zu wenigen Zeitpunkten mit anderen Parametern.
Lediglich 16wpi war eine Korrelation mit LBP, als einem der drei endotoxin-assoziierten
Molekiile, nachweisbar (p=0,0139, s. Abb. 14a). Eine Korrelation zwischen LPS und
EndoCAb sowie LPS und sCD14 war zu keinem Zeitpunkt zu finden.

12wpi korrelierten LPS mit Neopterin als Ausdruck der unspezifischen IA (p=0,0191, s. Abb.
14b). Eine Korrelation mit der IA war aber zu keinem weiteren Zeitpunkt zu finden, weder

mit Neopterin noch mit der HLA-DR-Expression, die die spezifische IA représentiert.
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Abbildung 14: Korrelationen zwischen LPS zu verschiedenen Zeitpunkten und VL,
Neopterin bzw. LBP. Auf den Y-Achsen sind die VL im Plasma in RNA-Kopien/ml, die
Neopterinkonzentration im Urin normiert auf den individuellen Ausgangswert bzw. LBP
im Plasma in ng/ml aufgetragen, auf den X-Achsen sind die LPS-Konzentrationen im
Plasma in pg/ml dargestellt. Die angegebenen p-Werte wurden mittels Spearman-Rank-
Test ermittelt.
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Zwar war eine Resorptionsstérung durch verminderte Aufnahme von B-Karotin nachweisbar,
eine signifikante Korrelation zwischen B-Karotin und LPS konnte jedoch nicht festgestellt
werden.

Die Viruslast und die Uberlebenszeit zeigten untereinander eine anhaltend positive
Korrelation zu den Zeitpunkten 4, 8, 12, 16wpi und AIDS in beiden Progressionsgruppen
(p<0,002; s. Abb. 15). Auch mit diesen Markern des Krankheitsverlaufes korrelierten die LPS
wiederum nur kaum. Lediglich zum Zeitpunkt 12wpi war eine Korrelation mit der VL zu

finden (p=0,0083, s. Abb. 14c). Dagegen war nie ein Zusammenhang mit der Uberlebenszeit

nachweisbar.
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Abbildung 15: Korrelationen zwischen der Viruslast zu verschiedenen Zeitpunkten und
der Uberlebenszeit. Auf den Y-Achsen sind die VL in RNA-Kopien/ml aufgetragen, auf
den X-Achsen sind die Uberlebenszeiten in wpi dargestellt. Die angegebenen p-Werte
wurden mittels Spearman-Rank-Test ermittelt.
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3.9.2 Beziehung zwischen IA und Krankheitsverlauf

Die Aktivierung des unspezifischen Immunsystems, gemessen als Neopterinauscheidung im

Urin, korrelierte zu den Zeitpunkten 4, 8, 12 und 16wpi sowie zu AIDS signifikant mit der

Viruslast (p<0,05; s. Abb. 16).
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Abbildung 16: Korrelationen zwischen Neopterin zu verschiedenen Zeitpunkten und der
Viruslast. Auf den Y-Achsen sind die VL im Plasma in RNA-Kopien/ml aufgetragen, auf
den X-Achsen sind die Neopterinkonzentrationen im Urin normiert auf den individuellen
Ausgangswert dargestellt. Die angegebenen p-Werte wurden mittels Spearman-Rank-Test

ermittelt.
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Neopterin zeigte aulerdem auch zu den Zeitpunkten 4, 8, 12, 16wpi und AIDS

einen signifikanten Zusammenhang mit der Uberlebenszeit der Tiere (p<0,02; s.

Abb. 17).
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Abbildung 17: Korrelationen zwischen Neopterin zu verschiedenen Zeitpunkten und der
Uberlebenszeit. Auf den Y-Achsen sind die Neopterinkonzentrationen im Urin normiert
auf den individuellen Ausgangswert aufgetragen, auf den X-Achsen sind die
Uberlebenszeiten der Tiere dargestellt.. Die angegebenen p-Werte wurden mittels

Spearman-Rank-Test ermittelt.
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In der Gruppe der SP konnte zudem eine signifikante Korrelation mit dem ebenfalls von
Makrophagen abgegebenen sCD14 12 und 16wpi, sowie zum chronischen Zeitpunkt
nachgewiesen werden (p<0,04, s. Abb. 18).
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Abbildung 18: Korrelationen zwischen sCD14 zu verschiedenen Zeitpunkten und der
Neopterinausscheidung bei den SP. Auf den Y-Achsen sind sCD14 Spiegel im Plasma in
ng/ml aufgetragen, auf den X-Achsen sind die Neopterinkonzentrationen im Urin
normiert auf den individuellen Ausgangswert dargestellt. Die angegebenen p-Werte
wurden mittels Spearman-Rank-Test ermittelt.

Eine inverse Korrelation war zwischen Neopterin und der HLA-DR-Expression auf CD8"-,
wie auch CD4"-T-Zellen zu den Zeitpunkten 8 und 12wpi nachweisbar (p<0,005, s. Abb. 19
und 20). Zusétzlich korrelierte Neopterin auch 2wpi invers mit der HLA-DR-Expression auf
den CD4" (p=0,0083, s. Abb. 19a).
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Abbildung 19: Korrelationen zwischen HLA-DR'-CD4'-Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten und der Neopterinausscheidung. Auf den Y-Achsen sind die
Neopterinkonzentrationen im Urin normiert auf den individuellen Ausgangswert
aufgetragen, auf den X-Achsen sind die Verinderungen der HLA-DR'-CD8"-Zellen als
Prozentsatz des individuellen Basiswertes dargestellt. Die angegebenen p-Werte wurden
mittels Spearman-Rank-Test ermittelt.
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Abbildung 20: Korrelationen zwischen HLA-DR'-CD8'-Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten und der Neopterinausscheidung. Auf den Y-Achsen sind die
Neopterinkonzentrationen im Urin normiert auf den individuellen Ausgangswert
aufgetragen, auf den X-Achsen sind die Verinderungen der HLA-DR'™-CDS8"-Zellen als
Prozentsatz des individuellen Basiswertes dargestellt. Die angegebenen p-Werte wurden
mittels Spearman-Rank-Test ermittelt.

Im Gegensatz zu Neopterin korrelierte die HLA-DR-Expression beider T-Zellpopulationen
invers mit der Viruslast zu den Zeitpunkten 8 und 12wpi (p<0,002, Abb. 21 und 22). Bei den
CD4" war zusitzlich auch schon 4wpi, bei den CD8" auch 2wpi ein negativer signifikanter

Zusammenhang messbar (p<0,03, Abb. 21a und 22a).
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Abbildung 21: Korrelationen
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Werte wurden mittels Spearman-Rank-Test ermittelt.
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Abbildung 22: Korrelationen zwischen HLA-DR'-CD8'-Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten und der Viruslast. Auf den Y-Achsen sind die VL im Plasma in RNA-
Kopien/ml aufgetragen, auf den X-Achsen sind die Verinderungen der HLA-DR'-CDS§ -
Zellen als Prozentsatz des individuellen Basiswertes dargestellt. Die angegebenen p-
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Eine positive Korrelation mit der Uberlebenszeit war bei den CD4" 4, 8 und 12wpi und bei

den CD8" 8 und 12wpi nachweisbar (p<0,02, s. Abb. 23 und 24).
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Abbildung 23: Korrelationen zwischen HLA-DR'*-CD4"-Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten und der Uberlebenszeit. Auf den Y-Achsen sind die Uberlebenszeiten in wpi
aufgetragen, auf den X-Achsen sind die Verinderungen der HLA-DR'-CD8"-Zellen als
Prozentsatz des individuellen Basiswertes dargestellt. Die angegebenen p-Werte wurden
mittels Spearman-Rank-Test ermittelt.
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Abbildung 24: Korrelationen zwischen HLA-DR'-CD8'-Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten und der Uberlebenszeit. Auf den Y-Achsen sind die Uberlebenszeiten in wpi
aufgetragen, auf den X-Achsen sind die Verinderungen der HLA-DR'-CD8"-Zellen als
Prozentsatz des individuellen Basiswertes dargestellt. Die angegebenen p-Werte wurden
mittels Spearman-Rank-Test ermittelt.
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4 Diskussion

Die chronische Immunaktivierung spielt eine entscheidende Rolle in der Pathogenese der HI-
Virusinfektion (Hazenberg et al. 2003). Die genaue Ursache dieser 1A ist jedoch nach wie vor
unklar. Zuletzt wurde eine Schiddigung des MDT als Ursache diskutiert (Brenchley et al.
2006a; Brenchley et al. 2006b; Lackner et al. 2009). Hierbei wurde die Hypothese aufgestellt,
dass eine Translokation von Bakterien und Bakterienbestandteilen iiber eine geschidigte
Darmmukosabarriere die chronische IA ausldsen.

Das Ziel dieser Arbeit war es, die mogliche Bedeutung mikrobieller Translokation, gemessen
in der Menge von LPS im Plasma, fiir die HIV-Pathogenese im SIV-Rhesusaffenmodell zu
bestimmen. Hierzu wurden neben LPS auch verschiedene andere LPS-assoziierte Molekiile
im Plasma der Tiere bestimmt und mit Parametern der spezifischen und unspezifischen
Immunaktivierung sowie der Viruslast verglichen. Eine besondere Stirke des
Rhesusaffenmodells war hierbei die Moglichkeit der engmaschigen Erhebung von
Messwerten, sowohl vor als auch kurzfristig nach der Infektion in einem kontrollierten,
longitudinalen Versuchsautbau. Dies ermdglichte zusétzlich die Erhebung der individuellen
Krankheitsverliufe und Uberlebenszeiten der Tiere, die ebenfalls als Parameter herangezogen
wurden.

Aus diesem Versuchsaufbau ergaben sich verschiedene Erwartungen an die Ergebnisse der
Studie: Falls die bakterielle Translokation einen Einfluss auf die Immunaktivierung und damit
auf den Krankheitsverlauf der einzelnen Tiere habe, miisste sich dies in signifikanten
Korrelationen mit den bestimmten [A-Parametern ausdriicken. Tiere mit einem schnelleren
Krankheitsverlauf miissten signifikant hohere LPS-Spiegel aufweisen als Tiere mit einer
lingeren Uberlebensdauer. Im folgenden sollen die Ergebnisse dieser Studie nun insbesondere

vor diesem Hintergrund erldutert und diskutiert werden.

4.1 SIV-Enteropathie und LPS-Translokation

Um das Mall einer SIV-Enteropathie, die als Ursache der bakteriellen Translokation
angenommen wird, in unserer Kohorte festzustellen, wurde zunichst die mukosale
Resorptionsfahigkeit anhand von (-Karotin bestimmt. Diese zeigte in einem reprdsentativen
Teil unserer Versuchstiere einen signifikanten Abfall zum Zeitpunkt 12wpi im Vergleich zum
Zeitpunkt vor der Infektion (p<0,02). In einer Messung der LPS zu einem vergleichbaren
Zeitpunkt konnte ebenfalls eine signifikante Verdnderung, ndmlich ein Anstieg des

Endotoxins im Plasma, gemessen werden. Allerdings gab es keine Korrelation zwischen
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dieser Resorptionsstorung und den erhdhten Endotoxinspiegeln, die moglicherweise durch
eine erhohte Durchlédssigkeit der Darmbarriere bedingt sein konnten. Daher bleibt ein
Zusammenhang zwischen Enteropathie, die mit Malabsorption einhergeht, und dem Ursprung
der LPS im Plasma unsicher. Hierzu muss angemerkt werden, dass die Malabsorption von [3-
Karotin ein pathologisches Korrelat in Form von Atrophien im oberen Diinndarm besitzt, der
genaue Ort einer mikrobiellen Translokation aber ungewiss ist (Kewenig et al. 1999). Eine
mikrobielle Translokation erscheint in weiter aboral gelegenen Darmabschnitten wie Ileum
und Colon jedoch wahrscheinlicher, da hier eine hdhere Besiedlung mit Darmbakterien
vorhanden ist (Macpherson und Harris 2004). Des weiteren bedeutet eine eingeschrinkte
Resorptionsfahigkeit nicht zwangsldufig auch eine gestorte Barrierefunktion mit erhohter
Duchlidssigkeit der Darmmukosa. Falls der Anstieg der LPS-Titer auf einer mukosalen
Schéadigung beruht, so kann davon ausgegangen werden, dass die Schiadigung des Darmes in
allen Abschnitten stattfindet, es scheinbar aber lokale Unterschiede gibt, die eine Korrelation
der Ereignisse untereinander verhindern.

LPS wurde mittlerweile in mehreren Studien als MaBeinheit der mikrobiellen Translokation
verwendet (Ancuta et al. 2008; Brenchley et al. 2006b; Gregson et al. 2009; Pandrea et al.
2008; Papasavvas et al. 2009). Es gibt jedoch auch einige wenige Studien, die alternativ
andere Marker verwendet haben, um diesen Prozess zu beschreiben. Schon frither wurde von
Stein et al. Buttersédure, als ein Stoffwechselendprodukt mikrobieller Organismen, im Urin
von HIV-Patienten bestimmt und mit der IL-6 Ausscheidung im Urin als Marker der 1A
korreliert (Stein et al. 1997). Weiterhin wurde erst kiirzlich 16S rDNA, die spezifisch nur in
mikrobiellen Organismen vorkommt, als Marker herangezogen und mit der IA korreliert
(Jiang et al. 2009). Hierbei konnte durch eine positive Korrelation zwischen 16S rDNA und
LPS ein weiterer Hinweis gewonnen werden, dass die LPS die Anwesenheit mikrobieller
Organismen in der Korperzirkulation zuverldssig widerspiegeln. Es gibt verschiedene
zusdtzliche Argumente, die LPS als besonders geeigneten Marker der bakteriellen
Translokation ausweisen. LPS ist ein in allen gramnegativen Bakterien, zu denen die
iiberwiegende Mehrheit der kommensalen Darmkeime zéhlen, enthaltener Virulenzfaktor
(Macpherson und Harris 2004). Sie sind leicht zu bestimmen und stellen als Endotoxin
zugleich einen direkten Aktivator des Immunsystems dar. In verschiedenen Studien zu
anderen Krankheitsbildern, wie z.B. CED, Septischer Schock oder AbstoBungsreaktionen
nach Organtransplantationen, wird ebenfalls seit lingerem der Einfluss einer erhdhten

Durchldssigkeit der Darmmukosa auf die Pathogenese diskutiert (Cooke et al. 2002; Danner
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et al. 1991; Gardiner et al. 1995). Hierbei sind LPS und zusitzlich auch die Molekiile der

Koérperantwort auf eine LPS-Exposition gut untersuchte und etablierte Marker.

4.2 LPS-Titer im Infektionsverlauf

Die Betrachtung der LPS-Spiegel im Affenplasma erfolgte in engmaschigen Kontrollen im
Infektionsverlauf. In der akuten Phase konnte kein signifikanter Anstieg gegeniiber den
Vorinfektionswerten gezeigt werden. Dies wird auch von vorangegangenen Studien belegt
(Brenchley et al. 2006b). In der postakuten Phase, insbesondere 4 und 8wpi, kam es zu einer
signifikanten Erh6hung der LPS-Titer. Im weiteren Verlauf war jedoch selbst bei Tieren mit
AIDS, abgesehen von einzelnen erhohten Werten, kein Anstieg von LPS zu verzeichnen. In
der chronischen Phase der Infektion, in der die mikrobiclle Translokation als treibende Kraft
fiir die Immunaktivierung angenommen wird (Brenchley et al. 2006b), fanden wir kaum
erhohte LPS-Spiegel, die wiederum keine Korrelationen mit den gemessenen Parametern der
IA, der VL oder der Uberlebenszeit aufwiesen. Diese Ergebnisse weichen also deutlich von
den Erwartungen ab, die sich aus der beschriebenen Hypothese herleiten wiirden. Eine andere
longitudinale Studie an afrikanischen HIV-Infizierten in Uganda, die ebenfalls keinen
Zusammenhang zwischen LPS-Translokation und Krankheitsverlauf oder IA finden konnte,
bestdtigt hier unsere Ergebnisse (Redd et al. 2009).

Eine naheliegende Uberlegung, um diese Inkongruenz zwischen der untersuchten Hypothese
und den Ergebnissen der LPS-Messungen zu erkliren, ist, dass der Korper durch verschiedene
Mechanismen die im Plasma messbare LPS-Konzentration erniedrigen und damit verfalschen
konnte. Deshalb haben wir zusétzlich verschiedene Molekiile im Plasma bestimmt, die in der
systemischen Antwort auf den LPS-Kontakt involviert sind.

Wir maBen EndoCAb, sCD14 und LBP als drei von anderen Autoren im Zusammenhang mit
LPS in der HIV-Infektion beschriebene Molekiile im Zeitverlauf der Infektion.

Die EndoCAb-Titer zeigten einen signifikanten Abfall in der akuten Infektion, danach kam es
in den RP bis zum Stadium AIDS zu einem kontinuierlichen, aber nicht signifikanten Anstieg
der EndoCADb Level, in den SP verénderte sich kaum etwas. Eine signifikante Korrelation mit
den LPS-Werten war nicht nachweisbar. Zudem waren auch hier nie signifikante
Unterschiede zwischen RP und SP messbar. Zuvor war ein kontinuierlicher Abfall der
Antikorper beschrieben worden und sogar als mogliche Ursache fiir eine Insuffizienz der
Anti-LPS-Antwort in der HIV-Infektion diskutiert worden (Ancuta et al. 2008; Brenchley et
al. 2006b; Papasavvas et al. 2009). Diese insuffiziente Antwort fiihre erst dazu, dass es durch
bakterielle Translokation zur chronischen IA kdme. Eine Arbeitsgruppe, die EndoCAb-Titer
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in einer Population von afrikanischen HIV-Infizierten untersuchte, konnte jedoch ebenfalls
keinen Abfall der Antikorper feststellen (Redd et al. 2009). In dieser Studie wurde weiterhin
tiber den gesamten Infektionsverlauf eine unverdnderte HOohe der Spiegel an EndoCAb
gemessen. Ebenso konnte diese Studie weder eine Korrelation mit LPS, noch einen
Unterschied zwischen unterschiedlichen Progressionstypen nachweisen, die auch im Rahmen
dieser Studie betrachtet wurden.

Losliches CD14 stieg im Infektionsverlauf an, zum Zeitpunkt AIDS war dieser Anstieg auch
signifikant im Vergleich zu den Vorinfektionswerten. Ein Unterschied zwischen RP und SP
konnte jedoch nicht festgestellt werden. Betrachtet man lediglich die SP, fallt eine gute
Korrelation mit Neopterin zu mehreren Zeitpunkten auf, was sCD14 als Aktivierungsmarker
fiir Makrophagen bestétigt. Dieser Zusammenhang ist bei Betrachtung der RP, die im
Vergleich zu den SP die stirkere makrophagenspezifische IA aufweisen, nicht nachweisbar.
Dies spricht dafiir, dass bei den RP die Aktivierung der Makrophagen im wesentlichen nicht
durch LPS ausgelost wird und somit eine andere Ursache, wie z.B. die kontinuierliche virale
Replikation, haben muss. Eine Korrelation von sCD14 mit LPS konnte zu keinem Punkt der
Infektion nachgewiesen werden. Bestétigt wurde ein Anstieg von sCD14 im Rahmen der
Infektion von der Arbeitsgruppe um Papasavvas et al., diese konnten jedoch zusétzlich auch
eine Korrelation zwischen sCD14 und LPS nachweisen (Papasavvas et al. 2009). Gar keine
sCD14 Erhdhung wurde in einer Population von afrikanischen HIV-Infizierten gemessen, in
der jedoch eine Korrelation mit LBP, als anderem in die Aktivierungskaskade involvierten
Molekiil, nachgewiesen werden konnte (Redd et al. 2009). Wiederum andere Autoren konnten
einen Zusammenhang zwischen LPS und sCD14 jedoch belegen (Ancuta et al. 2008;
Brenchley et al. 2006b). Ancuta et al. malen neben sCD14 auch CCL-2 und IL-6, die
ebenfalls als 16sliche Aktivierungsmarker von Makrophagen gelten. Sie konnten jedoch nur
fiir sCD14 eine Korrelation mit LPS nachweisen (Ancuta et al. 2008).

LBP zeigte in der akuten Phase der Infektion und zum Zeitpunkt der Entstehung von AIDS-
Symptomen einen deutlichen Anstieg im Plasma. Diese Anstiege korrelierten aber weder mit
der VL noch der Neopterinausscheidung, die beide ebenfalls Anstiege zu diesen Zeitpunkten
zeigten. Als Ursache des zweiten LBP Anstieges in der AIDS Phase der Infektion nehmen wir
die zu diesem Zeitpunkt -charakteristischen opportunistischen Infektionen bzw. die
Stoffwechselentgleisung beim Zusammenbruch des Immunsystems an, die {iber eine
allgemeine Akut-Phase-Reaktion zum LBP-Anstieg fithren. Eine Korrelation mit LPS
konnten wir nur zum Zeitpunkt 16wpi feststellen, ansonsten zeigte LPS, insbesondere zu den

sprunghaften Anstiegen der LBP Konzentration, kaum Verdnderungen und auch zu keinem
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weiteren Zeitpunkt eine Korrelation mit LBP. Diese Diskrepanz zwischen LBP und LPS zu
Beginn und gegen Ende der Infektion kdnnte damit zusammenhingen, dass die Produktion
des Klasse-1-Akut-Phase-Proteins LBP in der Leber hauptséchlich durch proinflammatorische
Zytokine und nur zu einem Teil durch LPS selbst stimuliert wird (Fang et al. 2004; Li et al.
2003; Schumann et al. 1996). Diese proinflammatorischen Zytokine sind am stirksten in der
Akutphase und erreichen ihr Maximum sogar noch vor dem der VL und konnten den LBP
Anstieg in der Akutphase somit gut erkldren (Abel et al. 2005; Stacey et al. 2009).

In anderen Studien zur mikrobiellen Translokation bei HIV wird die Bedeutung von LBP,
dhnlich wie schon bei EndoCAb und sCD14, unterschiedlich stark eingeschitzt. Einige
Arbeiten berichten iiber eine signifikante Erh6hung im Infektionsverlauf und eine Korrelation
mit LPS sowie sCD14 (Ancuta et al. 2008; Brenchley et al. 2006b). Andere Autoren berichten
jedoch auch von gar keinen Plasmaspiegelverdnderungen der LBP-Titer oder vom Abfall des
Molekiils (Papasavvas et al. 2009; Redd et al. 2009). Der direkte Zusammenhang zwischen
LBP-Produktion und LPS-Plasmaspiegeln wird auch von vielen Autoren aus dem Bereich der
Sepsisstudien kontrovers diskutiert. Hier wird zum einen ein Zusammenhang zwischen einer
gramnegativen Sepsis und LBP beschrieben, zum anderen aber LBP auch die Fahigkeit
abgesprochen, zwischen Sepsis und dem Systemic Inflammatory Response Syndrome (engl.,
SIRS), das sich dadurch auszeichnet, dass kein Erreger nachweisbar ist, zu differenzieren
(Prucha et al. 2003; Sablotzki et al. 2001). Von anderen Autoren wird beschrieben, dass LBP
nicht nur spezifisch LPS binden koénnte sondern auch Lipoteichonsiduren (LTA), die von
grampositiven Bakterien abgegeben werden, und somit nicht in der Lage ist, zwischen
grampositiven und gramnegativen Septitiden zu unterscheiden (Sakr et al. 2008; Schroder und
Schumann 2005). Die Ergebnisse dieser Studien konnen keinen nachhaltigen Zusammenhang
zwischen LPS- und LBP-Spiegeln belegen. Somit ist die Bedeutung von LBP wohl
hauptsdchlich als Akut-Phase-Protein zu sehen, das durch die IA stimuliert wird. Als
spezifische Ursache dieser IA muss jedoch nicht LPS angenommen werden.
Zusammenfassend erbrachten unsere Untersuchungen zur Korperantwort auf LPS somit
keinen Anhalt dafiir, dass die Plasmaspiegel an LPS von der Korperantwort reduziert wurden
und nur deshalb keine nachhaltige Erhéhung der LPS-Spiegel im Plasma nachzuweisen war.
Ingesamt erbrachte die Untersuchung der verwendeten Marker in den unterschiedlichen
Studien sogar widerspriichliche Ergebnisse, so dass insgesamt fraglich ist, ob diese Marker
die LPS-Antwort des Organismus zuverlissig wiederzugeben vermdgen.

Wenn man also davon ausgehen kann, dass die LPS-Spiegel nicht wesentlich durch die

korpereigene LPS-Antwort erniedrigt werden, stellt sich die Frage, warum sich gerade in der

47



Diskussion

frithen postakuten Phase besonders hohe LPS-Titer messen lieen. In der vorangegangenen
akuten Phase der Infektion waren neben der stark erhohten VL auch besonders hohe
Konzentrationen an Neopterin erfassbar, einem seit langem verwendeten Marker fiir die
unspezifische TA (Fuchs et al. 1988; Fuchs et al. 1990). Dieser Marker der angeborenen A
wurde in der vorliegenden Arbeit im Urin gemessen und korreliert ab 8wpi zu jedem
gemessenen Zeitpunkt im Infektionsverlauf signifikant sowohl mit der VL als auch mit der
Uberlebenszeit der Tiere. Dagegen fanden wir weder 4 noch 8wpi eine Korrelation der
erhohten LPS-Spiegel mit der VL, der IA oder der Uberlebenszeit der Tiere. Auch im
weiteren Infektionsverlauf fanden sich nur zu einem postakuten Zeitpunkt (12wpi) eine
signifikante Korrelation zwischen LPS und VL. Dies lédsst einen Zusammenhang der 1A in der
Akutphase mit den anschlieBenden LPS-Spiegelerhohungen im Sinne einer [A-assoziierten
Darmpermeabilititssteigerung mit einer anschliefenden mikrobiellen Translokation vermuten.
Dass es einen Zusammenhang zwischen LPS und der Darmpermeabilitdt gibt, belegen auch
andere Studien. Es konnte gezeigt werden, dass es nach i.v. LPS-Injektion zu einer Erh6hung
der Darmpermeabilitdt kommt (Hietbrink et al. 2009; O'Dwyer et al. 1988). Hietbrink et al.
maflen in diesem Zusammenhang neben der erhohten Permeabilitdt von Polyethylenglykol
auch erhohte Zytokinspiegel. Diese korrelierten teilweise miteinander, was die
inflammatorische Antwort des Korpers auf die LPS-Injektion als Ursache der erhohten
Darmpermeabilitdt wahrscheinlich macht. Da LPS als Mittel zur Stimulation des
Immunsystems verwandt wurde, bleibt jedoch offen, ob die erhdhte Darmpermeabilitét auch
zu einer Translokation von LPS gefiihrt hat (Hietbrink et al. 2009).

Zusammengenommen ldsst sich aus unseren Ergebnissen und denen Hietbrinks et al. ableiten,
dass die Ursache der erhohten LPS-Spiegel tatséchlich eine Translokation iiber einen in der
Akutphase der Infektion geschiddigten Darm ist. Diese ist jedoch insbesondere in der
postakuten Phase der Infektion prisent und nicht, wie vorbeschrieben, in der chronischen
Phase der Infektion. Eine Reduktion der LPS-Spiegel in dieser Phase durch eine vermehrte
Antwort des Korpers auf den LPS-Reiz konnte ebenfalls ausgeschlossen werden. Als Ursache
der Mukosaschiddigung ist die IA in der Friihphase der Infektion als wahrscheinlich zu
betrachten. Eine gegensinnige Kausalkette, in der die bakterielle Translokation zu einer

erhohten TA flihrt, ist dagegen unwahrscheinlich.
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4.3 Einfluss von LPS auf die Viruspathogenese

Im Vergleich der LPS-Spiegel der beiden Progressionsgruppen im Zeitverlauf konnte zu
keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen RP und SP gemessen werden. Ein
Einfluss der zwei unterschiedlichen Virusstimme, die zur Infektion der Rhesusaffen verwandt
worden waren, auf den weiteren Infektionsverlauf konnte ausgeschlossen werden (Demuth et
al. 2000). Es war zu erwarten gewesen, dass die rapid-progressive Verlaufsgruppe hohere
LPS-Titer aufweisen wiirde, da diese zu einer vermehrten unspezifischen IA neigen (Sopper
et al. 1998; Sopper et al. 2000). LPS hitte fiir diese Form der IA eine plausible Erkldrung
dargestellt, da LPS einen potenten Stimulus der angeborenen Immunitit darstellen. Diese
Erwartung wurde zusétzlich von einer Hypothese von Brown et al. bestirkt, die eine Neigung
der RP zu einer monozytotropen SIV-Infektion und der Entwicklung einer Enteropathie
beschreibt, die nach der Hypothese von Brenchley et al. die Ursache der mikrobiellen
Translokation ist (Brown et al. 2007). Somit ldsst sich die Betrachtung der beiden
Progressionsgruppen als weiteres Argument gegen LPS als eine Hauptursache der IA
anfithren. Dagegen zeigten die Parameter der IA, die VL und ebenso die Uberlebenszeit
wiederum deutliche Unterschiede zwischen den beiden Progressionsgruppen. Ebenso konnten
wir zu mehreren Zeitpunkten eine sehr viel hohere unspezifische Aktivierung der
Makrophagen bei den Tieren der RP nachweisen, wogegen die IA der T-Zellen in der RP-
Gruppe signifikant niedriger war.

Die Viruslast stellt einen wichtigen klinischen Marker der HIV-Infektion dar (Mellors et al.
1997, Mellors et al. 1996). Trotz einiger verdffentlichter Studien zum Thema der
vorliegenden Arbeit konnte bisher von noch keiner Arbeitsgruppe eine positive Korrelation
zwischen LPS-Titern und VL nachgewiesen werden (Ancuta et al. 2008; Brenchley et al.
2006b; Gregson et al. 2009; Jiang et al. 2009) Auch eine umfangreichere longitudinale Studie
an afrikanischen HIV-Patienten konnte diesen Zusammenhang nicht nachweisen (Redd et al.
2009). Einer Gruppe war es jedoch gelungen, einen signifikant negativen Zusammenhang
zwischen LPS Menge im Plasma und der VL nachzuweisen (Papasavvas et al. 2009). Bei
unseren Messungen konnten wir lediglich zum Zeitpunkt 12wpi eine signifikante positive
Korrelation zwischen VL und LPS-Spiegeln nachweisen (p=0,0083). Diese Fragestellung
wurde auch im apathogenen SIV-Tiermodell der AGM betrachtet. Die apathogene Infektion
der AGM mit SIV zeichnet sich dadurch aus, dass trotz hoher VL und Depletion der
mukosalen CD4" Zellen weder eine chronischen IA noch eine LPS-Erhhung im Plasma der
Tiere nachweisbar ist (Brenchley und Douek 2008; Silvestri 2009). Einigen Tieren wurde

daraufhin zur Simulation einer bakteriellen Translokation niedrige Dosen an LPS i.v. injiziert
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(Pandrea et al. 2008). Hierbei kam es zu einer transienten, aber nicht signifikanten Erh6hung
der VL-Titer bei diesen Tieren. Im Gegensatz dazu berichtet dieselbe Studie {iber einen
hochsignifikanten VL-Anstieg (p=0,0001) unter den gleichen Bedingungen, wenn statt LPS
ein Diphterietoxin-Fusionsprotein (Ontak) injiziert wurde. Unter Ontak-Injektion konnte
zudem eine starke Erhohung von [A-Parametern nachgewiesen werden, die unter niedrig
dosiertem LPS ebenfalls ausblieb.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen eine deutliche Diskrepanz zwischen den Reaktionen des
Organismus auf die beiden Bakterientoxine und lassen, zusammengenommen mit unseren
Ergebnissen, an der hervorgehobenen Bedeutung von LPS fiir die Pathogenese der HIV-

Infektion zweifeln.

4.4 Immunaktivierung im Infektionsverlauf

Neben der VL wurde zuletzt die IA als exzellenter Prognosemarker der HIV Infektion
etabliert (Giorgi et al. 1999). Von einigen Experten wird diese sogar als hoherwertiger
Prognoseparameter als die VL eingeschétzt (Giorgi et al. 1999). Das Verhiltnis zwischen 1A
und LPS wurde zuletzt vielfach diskutiert, jedoch ohne eindeutige Ergebnisse zu erbringen.
So konnte der von Brenchley et al. beschriebene Zusammenhang zwischen IA und LPS-
Plasmatitern von einigen Arbeitsgruppen bestétigt werden (Ancuta et al. 2008; Brenchley et al.
2006b; Jiang et al. 2009). Zuletzt wurde dieser Zusammenhang jedoch auch von mehreren
Autoren nicht gefunden oder relativiert (Gregson et al. 2009; Pandrea et al. 2008; Papasavvas
et al. 2009; Redd et al. 2009).

In der hier vorliegenden Arbeit wurde als IA-Marker der spezifischen T-Zell-Immunitit der
Expressionsmarker HLA-DR auf CD4"- bzw. CD8"-T-Lymphozyten gemessen. Zur
Darstellung der angeborenen Immunitdt wurde im Urin der Versuchstiere Neopterin, das von
aktivierten Makrophagen abgegeben wird, bestimmt.

Die Expression von HLA-DR wurde in den SP sowohl bei den CD4 - als auch bei den CDS8"-
T-Zellen als erhoht gemessen. Dagegen war die Expression auf den RP signifikant erniedrigt.
Dadurch ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Progressionsgruppen
im Zeitverlauf (p<0,02). Eine Korrelation mit LPS war zu keinem der betrachteten Zeitpunkte
messbar. In fritheren Studien von Brenchley et al. konnte eine signifikant positive Korrelation
zwischen der HLA-DR'-/CD38"-Expression auf CD8'-Lymphozyten mit LPS dargestellt
werden (Brenchley et al. 2006b). Auch eine schwache Korrelation zwischen 16s rDNA, als
Alternativmarker der bakteriellen Translokation, und HLA-DR'-/CD38"-Expression auf
CDS8"-Zellen wurde bereits beschrieben (Jiang et al. 2009). Es gibt aber auch schon vor der
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vorliegenden Arbeit Studien, die keinen Zusammenhang finden konnten (Gregson et al. 2009;
Papasavvas et al. 2009). Papasavvas et al. vermaBen ebenfalls HLA-DR'-CD8"-T-Zellen und
konnten keine Korrelation mit LPS feststellen. Gregson et al. konnten zeigen, dass diese Art
der spezifischen IA in Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen, die
ebenfalls erhohte LPS-Plasmatiter aufweisen, so gut wie iiberhaupt nicht messbar ist (Gregson
et al. 2009). Damit ist eine andere Ursache als LPS fiir die erhdhte HLA-DR-Expression
wahrscheinlich. Die in unserer Studie erhobenen Daten weisen eine starke inverse Korrelation
zwischen der VL und der HLA-DR-Expression nach (p<0,002). Somit stellt die Aktivierung
von T-Zellen, die durch die HLA-DR-Expression angezeigt wird, einen wirksamen
Mechanismus der spezifischen Korperabwehr dar, um die VL einzuddmmen. Eine solche
Bedeutung der zelluldren Immunantwort fiir die Pathogenese konnte auch durch
Depletionsexperimente von CD8'-T-Zellen bei SIV-infizierten Rhesusaffen nachgewiesen

werden (Schmitz et al. 2005).

Im Gegensatz zu der HLA-DR-Expression konnten signifikant erh6hte Neopterinwerte in RP
im Vergleich zu SP gefunden werden. Betrachtet man Neopterin im Zeitverlauf der Infektion,
fallt ein dhnlicher Kurvenverlauf wie bei der VL auf. Dies duflert sich auch in einer anhaltend
signifikanten Positiv-Korrelation dieser beiden Parameter (p<0,005), die auch schon in
fritheren Studien gefunden wurde (Murr et al. 2002; Wirleitner et al. 2005). Eine Korrelation
mit LPS konnte, wie auch schon bei der VL, nur zum Zeitpunkt 12wpi nachgewiesen werden
(p=0,0191). Interessanterweise wurden auch die von Brenchley et al. publizierten
Korrelationen von LPS mit verschiedenen Parametern im Rhesusaffenmodell alle etwa zu
diesem Zeitpunkt gemessen (Brenchley et al. 2006b). Der genaue Stellenwert der LPS-
Translokation zu diesem Zeitpunkt bleibt ungewiss, eine nachhaltige Korrelation zu mehreren
Zeitpunkten im Infektionsverlauf ist jedoch nicht nachweisbar.

In einer von Redd et al. verdffentlichten Studie wurden 9 verschiedene Zytokine mit den LPS-
Titern HIV positiver Afrikaner im Zeitverlauf verglichen (Redd et al. 2009). Bei keinem
dieser Zytokine konnte eine Korrelation mit LPS zu irgendeinem Zeitpunkt nachgewiesen
werden.

Vor dem Hintergrund unserer Ergebnisse und denen anderer publizierter Daten ist ein
Zusammenhang zwischen LPS bzw. der dadurch erfassten mikrobiellen Translokation und der
systemischen [A insgesamt anzuzweifeln.

Vergleicht man die angeborene und die adaptive Immunantwort in unserer Kohorte, fillt auf,
dass die SP im Modell der SIV-Infektion zu einer signifikant stirkeren T-Zell-Antwort

tendieren (Brown et al. 2007; Sopper et al. 1998; Sopper et al. 2000). Die Tiere mit einem
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schnell-progressiven Krankheitsverlauf weisen dagegen eine signifikant niedrigere spezifische
T-Zell-Aktivierung auf. Dafiir ist bei den RP eine deutlich stirkere IA des angeborenen
Immunsystems im Sinne einer Makrophagenaktivierung nachweisbar. Zusitzlich ist eine
starke positive Korrelation des Neopterins mit der Viruslast messbar. Dagegen ist die
Korrelation der HLA-DR-Expression mit der VL invers. Die genau umgekehrten Verhiltnisse
ergeben sich, wenn man die Korrelation der IA mit der Uberlebenszeit betrachtet: Die HLA-
DR-Expression korreliert positiv mit der Uberlebenszeit, die Neopterinausscheidung, genauso

wie die VL, korreliert negativ mit ihr.

Aus diesen Ergebnissen ldsst sich folgern, dass eine Aktivierung der spezifischen Immunitét
die Ausbreitung des Virus bekdmpft, die Aktivierung des angeborenen Immunsystems die VL
jedoch steigert und die Ausbreitung des Virus unterstiitzt und sogar die Uberlebenszeit der
Tiere signifikant beeintrachtigt. Somit wére es angebracht, im Rahmen der Immunaktivierung
zwischen einer ,,guten, der spezifischen IA, und einer ,bosen, der angeborenen IA, zu

differenzieren.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Hypothese, die die bakterielle Translokation als einen Hauptpathogenesefaktor der HIV-
Infektion beschreibt, konnte in der vorliegenden Arbeit nicht bestitigt werden. Zwar wurde
das Vorhandensein einer mikrobiellen Translokation iiber eine geschidigte Darmmukosa bei
SIV-infizierten Tieren in dieser Arbeit belegt, einen Zusammenhang zwischen den
translozierten LPS und einer Aktivierung des Immunsystems konnte jedoch nicht gezeigt
werden. Erhohte Spiegel von LPS waren zwar zu manchen Zeitpunkten messbar, allerdings
korrelierten diese nur teilweise mit der IA und der VL und zeigten nie einen Unterschied
zwischen den Tieren mit schnellem bzw. einem langsamen Krankheitsverlauf. Somit ist LPS
als Ursache fiir eine persistierende chronische IA anzuzweifeln. Die Sequenz der Ereignisse in
unserer longitudinalen Studie sprechen eher fiir die IA als Ursache der erhdhten
Darmpermeabilitit, was bedeuten wiirde, dass die bakterielle Translokation fiir die eigentliche
Pathogenese eine eher untergeordnete Rolle spielt.

Zusammenfassend belegt diese Studie jedoch die Relevanz der IA als einen Hauptfaktor fiir
die Pathogenese der SIV/HIV Infektion. Die IA zeigte nachhaltige Korrelationen mit der VL,
dem Krankheitsverlauf und auch der Uberlebenszeit der Versuchskohorte. Weiterhin lieB sich
in dieser Studie die IA der unspezifischen Abwehr von der IA der spezifischen Abwehr
insofern unterscheiden, dass eine erhohte spezifische IA positiv mit dem Infektionsverlauf
und dem Uberleben der Tiere korreliert, dagegen die unspezifische IA mit diesen Parametern
einen negativen Zusammenhang aufweist. Somit trdgt, nach unseren Daten, insbesondere die
unspezifische Immunaktivierung von Makrophagen, am ehesten bedingt durch die virale

Replikation, zur chronischen IA bei, die letztendlich zur Entstehung von AIDS fiihrt.
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