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1. Einleitung

1.1. Das Humane Immundefizienz-Virus

Das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) ist ein lymphotropes Virus, gehorig
zur Familie der Retroviren. Unterschieden werden HIV-1 und HIV-2, mit jeweils
weiteren verschiedenen Subtypen. Wahrend HIV-1 pandemisch verbreitet ist,
tritt HIV-2 primar in Westafrika auf. Die AIDS-Erkrankung, als Folgeerkrankung
der fortgeschrittenen Infektion, wurde erstmals 1981 als neu auftretendes
Krankheitsbild beschrieben. Im Jahr 1983 gelang die Isolierung des Humanen
Immundefizienz-Virus Typ 1 aus einem Menschen.! Untersuchungen lassen
vermuten, dass es Anfang des 20.Jahrhunderts zu einem Spezieswechsel vom
Affen auf den Menschen kam.

Das Virus wird durch Kontakt mit Blut oder anderen infektibsen Kérpersekreten,
wie Sperma oder Vaginalsekret, tibertragen. Haufigster Ubertragungsweg ist
der ungeschutzte Geschlechtsverkehr.

Nach aktuellen Schatzungen der WHO lebten 2015 weltweit 36,7 Millionen
Menschen mit einer HIV-Infektion, worunter etwa die Halfte Frauen waren. Die
Rate der Neuinfektionen lag bei 2,1 Millionen, und im Jahr 2009 kam es zu 1,1
Millionen HIV-bedingten Todesfallen.?

In Deutschland lebten Ende 2014 nach Schatzungen des Robert-Koch-Instituts
83.400 Menschen mit HIV, dabei bleibt die Infektion bislang Uberwiegend auf
wenige Bevolkerungsgruppen beschrankt. Bei diesen Risikogruppen handelt es
sich um Manner mit gleichgeschlechtlichen Sexualkontakten (72%), Personen
mit Migrationshintergrund aus Hochpravalenzregionen (4,5%) und Personen mit

intravendsem Drogenkonsum (7,5%).°

1.1.1. Der Infektionsweg des Virus

Zur Vermehrung benotigt das Retrovirus als Wirtszelle CD4+ T-Helferzellen,
jedoch koénnen auch andere Zelltypen wie Monozyten, Makrophagen oder
dendritische Zellen infiziert werden. Als Rezeptor dient dem Virus das

Oberflachenmolektl CD4, an welches es mit dem Oberflachenprotein gp120



bindet.* > Weitere Korezeptoren sind an der Bindung beteiligt, hierunter der
Chemokinrezeptor CCR5 auf monozytaren Zellen und CXCR4 auf T-Zellen.®

Das HI-Virus-Genom wird Uber den Mechanismus der reversen Transkription in
das Genom der Wirtszelle eingebaut. Hierbei erfolgt die Umschreibung viraler
einstrangiger RNA in doppelstrangige DNA Uber das viruseigene Enzym
Reverse Transkriptase. Die Integration in das menschliche Erbgut erfolgt Uber
ein weiteres virales Enzym, die Integrase.” Nach Antigenkontakt der infizierten
CD4+ T-Zelle kommt es zur Produktion und Freisetzung von Virusproteinen,

welche weitere Zellen infizieren.

1.1.2. Verlauf der HIV-Infektion

Da sich in den vergangenen Jahren die Behandlungsmdéglichkeiten durch den
Einsatz antiretroviraler Kombinationstherapien (CART) deutlich verbessert
haben, konnte die durchschnittliche Lebenserwartung HIV-Infizierter wesentlich
gesteigert werden.® Der typische Infektionsverlauf, mit dem Auftreten
opportunistischer Infektionen, ist mittlerweile nicht mehr primér verantwortlich
fur die weiterhin reduzierte Lebenserwartung. Vielmehr leiden die Patienten im
Langzeitverlauf gehauft unter kardiovaskularen Erkrankungen, neurokognitiven
Defiziten oder malignen Tumorerkrankungen.® 1% *

Der klassische unbehandelte Infektionsverlauf verlauft in mehreren Stadien.
Nach einer mehrwoéchigen Inkubationszeit kommt es zu einer akuten Infektion
mit Fieber, Nachtschweild und Arthralgien, die einem grippalen Infekt &hnelt. Im
Blutbild sind eine starke CD4+-T-Zell-Depletion, sowie eine hohe Plasma-
Viruslast nachweisbar. Nach einem Wiederanstieg der Zellen und Abfall der
Viruslast folgt eine meist mehrjdhrige chronische Phase. Eine leichte
Lipodystrophie kann hier bereits besonders unter antiretroviraler Therapie
auftreten. Durch die kontinuierliche Zerstérung von CD4+-Helferzellen kommt
es in der Terminalphase zu einer Schwéachung des Immunsystems und dem
sogenannten erworbenen Immunschwachesyndrom (engl: AIDS, acquired
immunodeficiency syndrome), welches durch das Auftreten maligner
Erkrankungen und opportunistischer Infektionen charakterisiert ist und

unbehandelt letal endet.
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1.1.3. Immunaktivierung im Rahmen der HIV-Infektion

Nicht nur die langsam entstehende Immunschwache, sondern ebenso eine als
Reaktion auf das Virus entstehende chronische Immunaktivierung stellt ein
Problem fiir die Betroffenen dar. Diese systemische Uberaktivierung gilt als
zweiter wichtiger Faktor fir den Krankheitsfortschritt.’> Auch unter
antiretroviralen Kombinationstherapien ist die anhaltende Immunaktivierung
weiterhin mit einer erhéhten Mortalitat assoziiert.*®

Es wird angenommen, dass die chronische Immunaktivierung als treibende
Kraft der fortschreitenden CD4+-T-Zell-Depletion eine wichtige Rolle im Verlauf
der Infektion spielt. Klinische Untersuchungen und das Auftreten von
Lymphadenopathien bei HIV-Infizierten gaben erste Hinweise auf dieses
Phanomen. Auch Untersuchungen des Blutbildes zeigten erhdhte Spiegel von
Aktivations- (CD38, HLA-DR) sowie Proliferationsmarkern (Ki-67) auf
peripheren CD4+ und CD8+ T-Zellen und eine Assoziation dieser mit sinkenden
CD4+ T-Zell-Zahlen.*

Es wird vermutet, dass unterschiedliche Mechanismen bei der chronisch
gesteigerten Immunantwort mitwirken. Die offensichtlichste Ursache scheint die
direkte Immunantwort auf das Virus und seine Antigene zu sein, sie erklart
jedoch nicht vollstandig, dass die Anzahl aktivierter T-Zellen die Zahl der
tatsachlich infizierten Zellen bei weitem iiberschreitet.’> Auffallig ist auRerdem,
dass auch bei Patienten unter antiretroviraler Therapie und ohne nachweisbare
Viruslast die Entziindungsmarker signifikant erhoht sind.*®

Als weiterer wichtiger Faktor gilt eine frih auftretende Storung der intestinalen
Barrierefunktion, wobei die Translokation von mikrobiellen Produkten, wie
Lipopolysacchariden, in die Blutzirkulation inflammatorisch wirkt.'” Eine
Assoziation zwischen hohen Spiegeln von Lipopolysacchariden (LPS) und der
HIV-Infektion konnte nachgewiesen werden, der genaue Beitrag der
mikrobiellen Translokation zur chronischen Immunaktivierung bleibt jedoch
bislang unklar.'®

Eine besonders wichtige Rolle spielt die chronische Inflammation bei der friihen
Entstehung kardiovaskularer  Erkrankungen, da der andauernde

Entzindungszustand zu Schaden an den GefalRwanden fuhren kann.
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Der andauernde Entziindungszustand ist gekennzeichnet durch die erhohte
Aktivitat und folglich verkirzte Lebensdauer von T-Zellen und Monozyten, sowie
durch eine polyklonale B-Zellaktivierung und Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine und Chemokine. Ein Nachweis dieser Marker kann deshalb als
wichtiger Parameter fur die Aktivitat und Progression der Krankheit eingesetzt

werden.

1.2. Atherosklerose

1.2.1. Allgemeines

Die atherosklerotische Lasion und ihre Folgeerkrankungen stellen eine der
Haupttodesursachen in den Industrienationen dar. Dies lasst sich unter
anderem belegen durch die Todesursachenstatistik des statistischen
Bundesamtes, wonach 2014 338.056 Menschen an Herz-Kreislauf-
Erkrankungen verstarben, was mit 39% aller Todesfélle die Haupttodesursache
der Bundesrepublik Deutschland ausmachte. Vor allem
Durchblutungsstorungen und akute Myokardinfarkte zeigten sich als fiihrende
Todesursache.*

Der Pathogenese der Atherosklerose liegt neben anderen Faktoren ein
chronisch entzindlicher Prozess, an dem immunkompetente Zellen wie T-
Zellen, Makrophagen, Monozyten und dendritische Zellen beteiligt sind,
zugrunde. Die Klarung der Bedeutung einzelner Zellpopulationen fur die
Lasionsentwicklung stellt ein aktuelles Ziel der Forschung dar.

Die Atherosklerose ist eine Systemerkrankung der Gefal3e, sie entwickelt sich
langsam und zeigt sich zu Beginn meist symptomlos in Form einer
subklinischen Atherosklerose. Charakteristisch fur die fortschreitende
Veranderung der GefalBwand ist die Entwicklung einer atherosklerotischen
Plague im GefaRlumen. Diese Plaque ist gekennzeichnet durch einen
nekrotischen Kern, Kkalzifizierte Regionen, modifizierte Lipide, glatte

Muskelzellen, Endothelzellen, Leukozyten und Schaumzellen.?
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Dieser sekundar degenerative Prozess fuhrt zur Verhartung und Verdickung der
GefaBwande, Abnahme der Elastizitdit und somit zu einer Einengung des
GefalRslumens und dem Auftreten kardiovaskularer Beschwerden.
Folgeerscheinungen stellen Thrombosen, koronare Herzerkrankungen mit
Angina pectoris, akute Myokardinfarkte oder Schlaganfélle dar.

1.2.2. Pathogenese

Die Pathogenese der Atherosklerose ist nicht vollstandig geklart, jedoch spielen
Monozyten eine zentrale Rolle bei ihrer Entstehung und Progredienz.
Ausgegangen wird aktuell von einer “endothelialen Dysfunktion”, die zu einer
erhohten Permeabilitéat der GefalBwand fur Plasmabestandteile, aber auch fur
Blutzellen fuihrt.?° Beteiligt an der Entwicklung dieser Endothellasion kénnen
mechanische, immunologische oder auch biochemische Prozesse sein. Im
weiteren Verlauf adharieren Monozyten Uber bestimmte Adhasionsmolekile,
wie P- und E-Selektin, ICAM-1 und VCAM-1, an Endothelzellen und migrieren
in die Intima der GefaBwand.?* Die Monozytenmigration benétigt bestimmte
Chemokinrezeptoren wie CCR2, CX3CR1 und CCR5, sowie Adharenz an das
Endothel Uber das beta 2 Integrin Mac-1.%2 »* ?* Diese Rezeptoren zeigen
unterschiedliche Expression auf Monozyten-Populationen.? In der GefaRwand
differenzieren sie sich zu dendritischen Zellen und Makrophagen und
sezernieren proinflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren, welche an
der weiteren Rekrutierung von Immunzellen beteiligt sind und die Progression
der atherosklerotischen  L&sion  vorantreiben.?®  Makrophagen und
Endothelzellen bilden in der GefalBwand freie aggressive Sauerstoffradikale,
welche sich an der Bildung einer chemisch modifizierten Form des Low Density
Lipoproteins beteiligen.?’ Dieses oxidierte LDL (oxLDL) spielt eine essentielle
Rolle fur die Atherosklerose und fiihrt nach Aufnahme durch Makrophagen tber
Scavenger-Rezeptoren  zur  Umwandlung dieser zu lipidgefuliten
Schaumzellen.?® ?° Nach Einwanderung glatter Muskelzellen in die Intima und
der Produktion von extrazellularer Matrix, kommt es zur Ausbildung des

atherosklerotischen Plaques mit einem Lipidkern aus abgestorbenen
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Schaumzellen, sowie umhiillenden Bindegewebes.? * Makroskopisch zeigen
sich sogenannte “fatty streaks”.

Die Ruptur des Plaques fuhrt dann im Verlauf zur Aktivierung des
Blutgerinnungssystems und  Thrombusbildung.®® Durch die hierdurch
entstehende Verringerung des GefalRdurchmessers oder Ablosung des
Thrombus kommt es zur typischen Symptomatik der Angina pectoris oder des

akuten Myokardinfarkts bzw. eines Schlaganfalles.

1.2.3. Atherosklerose und die HIV-Infektion

Wahrend bei den durch die HIV-Infektion entstehenden direkten Folgen, wie der
Immunschwache und AIDS, aufgrund antiretroviraler Therapie deutliche
Fortschritte in den Behandlungsméglichkeiten und der Prognose erzielt werden
konnten, entziehen sich kardiovaskulare Erkrankungen bislang den
therapeutischen Optionen und spielen infolgedessen eine zunehmend wichtige
Rolle als Todesursache im Verlauf der Infektion.3 *°

HIV-Patienten besitzen ein 1,5 bis 2-fach erhdhtes Risiko fir kardiovaskulare

33 34 Und die HIV-Infektion ist assoziiert mit hoheren Raten an

Erkrankungen,
akuten Myokardinfarkten, Restenosen und Atherosklerose.®* ¢ 37 Zzahlreiche
Studien zeigen bei HIV-Patienten eine positive Korrelation zwischen
Messungen der Intima-Media-Dicke als Parameter fir die Erfassung einer
subklinischen  Atherosklerose und dem  Auftreten kardiovaskularer
Erkrankungen.®® Ebenso konnte bei HIV-positiven Patienten eine erhohte
Intima-Media-Dicke und eine schnellere Progression der subklinischen
Atherosklerose im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe demonstriert
werden.*” ¥ Es ist nicht vollstandig bekannt, welche Mechanismen fiir dieses
erhohte Risiko bei HIV-Patienten verantwortlich sind, und inwieweit diese
Mechanismen auch fur die Pathogenese nicht HIV-infizierter Personen
Gultigkeit besitzen.

Grundsatzlich werden vor allem sekundare metabolische Stérungen im Rahmen
antiretroviraler Therapien fur das Auftreten kardiovaskuléarer Ereignisse

verantwortlich gemacht. Der Einsatz von Proteaseinhibitoren bei HIV-Patienten
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und damit verbundene Lipidstérungen kénnen zu einer frihzeitigen Entwicklung
der Atherosklerose beitragen, erklaren diese jedoch nicht vollstandig.*
Gleichzeitig ist in den letzten 20 Jahren das mittlere Alter HIV-Erkrankter und
deren Lebenserwartung drastisch gestiegen. Zwischen 1990 und 2010
gesammelte Daten der Swiss HIV Cohort Study zeigten einen Anstieg der Uber
50-Jahrigen von 5% auf knapp tber 30%.*

Mit steigender Lebenserwartung steigt auch die Rate altersbedingter
Nebenerkrankungen. Von diesen Nebenerkrankungen sind ebenso zahlreiche
mit kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert, darunter Diabetes mellitus Typ 2,
Hypertonie und chronische Nierenerkrankungen.** Relevant scheint ebenfalls
die grolRere Pravalenz traditioneller kardiovaskularer Risikofaktoren bei HIV-
Risikokollektiven, darunter Rauchen und Dyslipidamie.®*

Zusatzlich zur HIV-Infektion an sich wird vermutet, dass das Vorkommen
weiterer chronischer Infektionen zu dem erhohten Risiko fur Gefal3schaden
signifikant beitragt.*? ** Insbesondere die Infektion mit Hepatits C wurde in einer
Kohorte HIV-positiver Studienteilnehmer mit dem Auftreten atherosklerotischer
Plagues, Schlaganfallen und akuten Myokardinfarkten in Verbindung

44 45 andere Studien fanden jedoch keinen solchen Zusammenhang.*®

gebracht,
Auch eine Infektion mit dem Cytomegalovirus scheint Auswirkungen auf die
Entwicklung kardiovaskulérer Erkrankungen bei HIV-Infizierten zu haben.*’

Mehrere Studien unterstiitzen die Vermutung, dass auch der Zeitpunkt des
Beginns der antiretroviralen Therapie entscheidenden Einfluss auf das Ausmalf}
der chronischen Inflammation hat.*® So konnte gezeigt werden, dass Patienten
mit Behandlungsbeginn im akuten Anfangsstadium und hoéheren CD4+
Zellzahlen, im Vergleich zu fortgeschrittenen Stadien der Infektion, deutlich
niedrigere  Raten an  Entzindungsmarkern und  immunologischen
Komplikationen aufzeigten, auch wenn beide Kohorten insgesamt eine effektive

Kontrolle der Viruslast erreichten.*® *° >
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1.3. Monozyten

1.3.1. Heterogenitat

Periphere Monozyten machen 10% der im Blut zirkulierenden Leukozyten aus
und bilden Vorlauferzellen der Makrophagen und eines Teils der dendritischen
Zellen. Als Zellen der Immunabwehr bestehen ihre wichtigsten Aufgaben in der
Phagozytose korperfremder Bestandteile und der Antigenprasentation.®® Die
Einwanderung von Monozyten in das Gewebe bei inflammatorischen Prozessen
wird ermdglicht durch unterschiedliche Oberflachenrezeptoren wie CCR2 oder
CX3CR1.”

Eine phénotypische Heterogenitat der Monozyten-Populationen wurde erstmals
1989 beschrieben.®® Die initiale Differenzierung fand aufgrund der
unterschiedlichen Expression des LPS-Rezeptors CD14 und des Immunglobulin
Rezeptors FcyRIIl CD16 statt. Die Mehrzahl der Monozyten wurde als
Population klassifiziert, welche kein CD16 exprimiert (CD14++CD16-
Monozyten), und der Rest von rund 7-15% als CD16-positive Monozyten.>*

Der vermehrte Nachweis CD16-positiver Monozyten bei inflammatorischen
Erkrankungen fuhrte zu deren Einordnung als proinflammatorische
Monozyten.>>  Die  pathologisch  relevante ~ Bedeutung  dieser
proinflammatorischen Monozyten wurde durch deren erhdhten Nachweis bei
Krankheitsbildern wie Sepsis, Erysipel, Hamolytisch-uramisches Syndrom, HIV-
Infektion, koronare Herzkrankheit, rheumatoide Arthritis oder Sjégren-Syndrom
verdeutlicht.® 37 58 59 €0 61 62 pynktionell zeigen CD16-positive Monozyten
hohere Produktionsraten an TNF-alpha und Interleukin-12 sowie niedrigere
Produktionsraten des anti-inflammatorischen Signalstoffes Interleukin-10.%®
Durch erhodhte Expression von HLA-DR wurde in mehreren Studien CD16-
positiven Monozyten eine verbesserte Fahigkeit zur Antigenprasentation
zugesprochen.

Nach aktuellem Forschungsstand werden auch im Mausmodell zwei
Monozyten-Populationen unterschieden, hier jedoch anhand ihrer Expression
von Ly6C. Ly6C" Monozyten zeigen das Expressionsmuster CX3CR1"° CCR2".

Sie werden bevorzugt in inflammatorischen Geweben angetroffen und
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deswegen als “inflammatorische” Monozyten bezeichnet®® und sind den
humanen CD14+ Monozyten aquivalent. Ly6C" CCR2™? CX3CR1" Monozyten
Uberwachen im nicht-entziindlichen Zustand Blutgeféal3e, besitzen eine langere
Uberlebensdauer und werden auch “patrouillierende” Monozyten genannt.®®
Dieser Population entspricht die humane CD16-positive Untergruppe.67 Auch
wenn Genexpressionsanalysen eine enge Verwandtschaft der Populationen
vermuten lassen,® ist die Ubertragbarkeit der Daten auf menschliche
Monozyten-Populationen umstritten.

Im Jahre 2003 wurden erstmals drei unterschiedliche humane Monozyten-
Populationen beschrieben.®® Die CD16-positiven Monozyten wurden anhand
der Starke ihrer CD14-Expression weiter unterteilt und im Jahre 2010 folgende

offizielle Nomenklatur eingefihrt:

Klassische CD14++CD16- Monozyten
Intermediare CD14++CD16+ Monozyten
Nicht-klassische CD14+CD16++ Monozyten "°

Die gemeinsamen funktionellen Charakteristika der intermediaren Population
mit den anderen beiden Populationen lassen vermuten, dass klassische
Monozyten im Knochenmark reifen und aus ihnen intermedidre und nicht-
klassische Monozyten hervorgehen.” "* 72

Nicht-klassische Monozyten scheinen als patrouillierende Subgruppe eine
besondere Affinitat fur GefalBwande aufzuweisen, in atherosklerotische
Lasionen einzuwandern und CX3CR1 zu exprimieren, wahrend klassische
Monoyzten insbesondere iiber CCR2 mit CCL2 interagieren.”* %

Besonders der intermediaren Gruppe wird eine proinflammatorische Rolle
zugesprochen. Intermedidre Monozyten zeigen einen uberlappenden Phanotyp
und als herausragendes Merkmal hohe Expressionsraten von CCR5 und HLA-
DR und spielen hiermit eventuell eine besondere Rolle bei der
Antigenprasentation.” " # Ein Anstieg dieser Population konnte bei mehreren

73 58

Erkrankungen beobachtet werden, und in epidemiologischen Studien wurde

eine Assoziation zwischen intermediaren Monozyten und kardiovaskularen
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Endpunkten (z.B. akuter Myokardinfarkt, kardiovaskuldr bedingter Tod)
gefunden.”

In Bezug auf die praferentielle Zytokinproduktion wurde in der Literatur keine
Ubereinstimmung gefunden. Wahrend einige Studien besonders der
intermediaren Population eine hohe Produktionsrate an TNF-alpha, Interleukin-

18 und Interleukin 6 zusprechen,®® " 8

zeigten Wong et al. die hdchste
Produktion von TNF-alpha und Interleukin-1B nach Stimulation mit
Lipopolysacchariden durch nicht-klassische Monozyten” und keinerlei
Unterschiede bei der Produktion von Interleukin 6 und Interleukin 8. Ebenso
zeigten Studien zu Interleukin 10 keine konsistenten Daten.”® "2

Monozyten kdnnen durch unterschiedliche Viren infiziert werden, hierunter auch
HIV und HCV. Jedoch scheinen vorzugsweise CD16-positive Monozyten,
aufgrund ihrer héheren CCR5- und CD4-Expression, mit dem HI-Virus infiziert
zu werden.””

Zahlreiche Studien lassen auch eine wichtige Rolle der Monozyten fur das
rasche Fortschreiten atherosklerotischer GefalRschaden HIV-positiver Patienten
vermuten. Von der Formation friher atherosklerotischer Lasionen, bis hin zur
Plaqueruptur sind sie entscheidend an der Atheroprogression beteiligt.”
Losliches CD14 (sCD14) und CD163 (sCD163), welche beide als
Monozytenaktivationsmarker gelten, und CCL2, ein auf Monozyten
chemotaktisch wirkendes Zytokin, wurden mit subklinischer Atherosklerose und
der Gesamtmortalitat in Verbindung gebracht.” & 8 82 83 pjese Korrelation ist

unabhangig vom Gebrauch von Proteaseinhibitoren.

1.3.2. Oberflachenmarker
Mehreren verschiedenen Oberflachenmarkern auf Monozyten werden
unterschiedliche Funktionen zugeordnet. In unserer Kohorte untersuchten wir

das Expressionsmuster folgender Oberflachenmarker.

CCR2

CCR2 (C-C chemokine receptor type 2) oder CD192 (cluster of differentiation
192) ist ein Chemokinrezeptor, der auf dem CCR2 Gen kodiert wird.
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Hauptligand des Rezeptors ist CCL2, auch MCP1 (monocyte chemotactic
protein-1) genannt. Dieses Chemokin rekrutiert Monozyten an den Ort aktiver
Entzindungen und wird von einer Vielzahl von Zellen gebildet.

Hauptproduktionsort stellen jedoch Makrophagen und Monozyten dar.*

CX3CR1

CX3CR1 wurde vor allem auf NK-Zellen, Monozyten, dendritischen Zellen, T-
Zellen, sowie Mikrogliazellen und Astrozyten nachgewiesen. Der Rezeptor
interagiert vorzugsweise mit dem Chemokin CX3CL1 und ist fur die Adhasion
und Migration von Leukozyten in das Gewebe verantwortlich. Zusatzlich agiert
CX3CR1 als Korezeptor fir HIV.®

CD11b
CD11b (Integrin a-M) bildet zusammen mit CD18 den heterodimeren

Komplementrezeptor 3 (CR3) oder Macrophage-1 Antigen (Mac-1) der [B-2
Integrin-Familie. Der Rezeptor vermittelt die Adhasion von Neutrophilen und
Monozyten an ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1).%® Die konstitutionelle
Expression von CD11b ist gering, kann jedoch bei Aktivierung schnell ansteigen

und gilt somit als Aktivierungsmarker von Leukozyten.

CD163
CD163 ist ein Scavenger-Rezeptor, der vor allem von Zellen monozytarer

Abstammung exprimiert wird. Frisch isolierte Monozyten zeigen zun&chst eine
geringe CD163-Expression, die jedoch mit deren Differenzierung zu
Makrophagen ansteigt. Das Oberflaichenantigen kann deshalb als
diagnostischer Marker zur Uberwachung der Makrophagenaktivierung
eingesetzt werden.!” Hohe Expressionsraten lassen sich vor allem in
Heilungsphasen akuter und chronischer Entziindung finden. Eine l6sliche Form
des Rezeptors (sCD163) existiert im Plasma und ist insbesondere im Rahmen

entziindlicher Erkrankungen erhsht.®
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CD184

CD184, auch CXCR4 oder SDF-1-Rezeptor genannt, wird durch das Chemokin
CXCL12/SDF-1 und das Zytokin MIF (Makrophagen- Migrations- Inhibitions-
Faktor) stimuliert. Der Chemokinrezeptor ist weit verbreitet auf Zellen des

blutbildenden Systems wie Monozyten, Granulozyten oder Lymphozyten, wird
aber auch von Endothelzellen und besonders Stammeszellen und Tumorzellen
exprimiert. Der Oberflachenrezeptor spielt eine essentielle Rolle bei der
Rekrutierung von Stammes- und Progenitorzellen und deren Mobilisierung in
das periphere Blut, sowie bei deren Verankerung im Knochenmark.®® Neben der
Organogenese ist die CXCR4/CXCL12-Achse aul3erdem an der Reparatur von
Organschaden beteiligt.”° Zusatzlich dient CXCR4 als wichtiger Korezeptor fiir
das HI-Virus. Durch die Hemmung mit dem korpereigenen Agonisten SDF-1
konnte der Riickgang der Replikation des Virus gezeigt werden.® ** % Orte mit
hoher SDF-1-Expression, wie Leber, Lunge und Knochenmark, zeigen sich als
Orte mit hoher Metastasierungsrate, da Tumorzellen hohe CXCR4

Expressionsraten zeigen und bevorzugt in genannte Organe migrieren.

CD195

CD195, auch CCR5 genannt, ist ein Chemokinrezeptor, der beispielsweise auf

T-Zellen, Makrophagen oder NK-Zellen exprimiert wird. Seine Liganden sind
mitunter CCL3, CCL4, CCL5 und CCL8. Der Rezeptor ist beteiligt an der
Chemotaxis von Leukozyten. CCR5 hat sich als wichtigster Korezeptor fur HIV-
1 herausgestellt, durch Kotransfektion von CD4 und CCR5 gelang es 1996
erstmals nicht humane Zellen mit HIV zu infizieren.® Eine im selben Jahr
entdeckte CCR5-Genmutation zeigte, dass betroffene homozygote Tréager
weitgehend vor einer HIV-Infektion geschuitzt sind.% Heterozygote Trager
besitzen eine partielle Resistenz und zeigen ein verlangsamtes Fortschreiten
der HIV Infektion.®®

CD36

CD36 wird nahezu ubiquitdr exprimiert, vor allem aber auf Zellen der

myeloischen Reihe wie Monozyten, Makrophagen, Erythroblasten und
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Thrombozyten. Aber auch Adipozyten, mikrovaskuldre Endothelzellen oder
glatte Muskelzellen kdénnen das Oberflachenmolekil tragen. Der Rezeptor
zeichnet sich durch sein breites Ligandenspektrum von freien Fettsauren,
Thrombospondin, Phospholipiden, Uuber native Lipoproteine, bis hinzu
modifizierten Lipoproteinen aus. Die Vielfalt der Funktionen ist abh&ngig vom
Zelltyp. Neben dem Transport langkettiger Fettsauren dient CD36 auch als
Adhasionsmolekil oder als Scavenger-Rezeptor der Klasse B. Die Familie der
Scavenger-Rezeptoren ist in der Lage, oxidiertes LDL, anionische Lipide und
abgestorbene Zellen zu binden. Eine besondere Rolle wird CD36 bei der
Entwicklung atherosklerotischer Plaques zugesprochen.* In
atherosklerotischen Lasionen nehmen Makrophagen, die CD36 exprimieren,
oxidiertes LDL auf, entwickeln sich zu Schaumzellen und sezernieren weitere

proinflammatorische Zytokine, die das Geschehen vorantreiben.
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1.4. Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation soll die folgende Fragestellung
bearbeitet werden. Obwohl unterschiedliche Monozyten-Populationen einen
spezifischen Beitrag zu der Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen (CVD)
zu leisten scheinen,®® wurde die Heterogenitit von Monozyten bei HIV-
Erkrankten im Frihstadium und deren Einfluss auf das Fortschreiten
atherosklerotischer Lasionen bislang nur unzureichend untersucht. Es ist von
hoher klinischer Relevanz, immunologische Mechanismen zu identifizieren, die
zur Entwicklung von subklinischer Atherosklerose bei HIV-Patienten beitragen,
und diese anschlieBend in ein intensiviertes Friherkennungsprogramm fir
kardiovaskuléare Erkrankungen zu integrieren. Es stellt sich deshalb die Frage,
ob es Unterschiede in der Verteilung klassischer, intermediarer und nicht-
klassischer Monozyten bei HIV-Patientinnen mit asymptomatischer
Atherosklerose gibt. Infolgedessen wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht,
ob die HIV-Erkrankung und subklinische Atherosklerose im Zusammenhang mit
der Oberflachenmarkerexpression der einzelnen Monozyten-Populationen
stehen, insbesondere auch, ob diese unabh&ngig von etablierten traditionellen
kardiovaskularen Risikofaktoren sind und daher moglicherweise als neue

Biomarker dienen kénnen.
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2. Methoden und Material

2.1. Studiendesign

Die vorliegende Arbeit wurde in Kooperation mit der Women'’s Interagency HIV
Study (WIHS) erstellt. Die Women'’s Interagency HIV Study wurde 1993
gegrundet, um den Verlauf und das Voranschreiten der HIV-Erkrankung bei
Frauen zu untersuchen. Insgesamt wurden uber 4000 Frauen, sowohl HIV-
positive als auch HIV-negative, seit Beginn der Studie in zwei
Einschlussphasen (1994-1995 und 2001-2002) rekrutiert und in 10
Studienzentren Uber die USA verteilt nachverfolgt. Verlaufsuntersuchungen
finden in regelmafigen Intervallen von 6 Monaten statt und beinhalten
standardisierte  korperliche Untersuchungen, Probenentnahmen, sowie
ausfuhrliche Interviews zum allgemeinem Gesundheitszustand, zu Vor- und
Nebenerkrankungen, Medikamenteneinnahme und kardiovaskularen
Risikofaktoren. Im April 2004 wurde eine Substudie initiiert, die zuséatzlich in
einem Intervall von 2-3 Jahren Zeichen subklinischer Atherosklerose mit Hilfe
von Intima-Media-Dicke Messungen sonographisch erfasst.
Ausschlusskriterium fir diese Substudie war eine positive Anamnese flr
koronare Herzerkrankung.

Proben und Daten von 92 Patientinnen des WIHS-Kollektivs wurden fur die
vorliegende Studie verwendet und anhand ihres HIV-Status und

kardiovaskularen Profils in vier Gruppen stratifiziert:

HIV+/CVD+ (n=23)
HIV+/CVD- (n=23)
HIV-/CVD+ (n=23)
HIV-/CVD- (n=23)

Alle Gruppen wurden entsprechend Alter (+/- 5 Jahre), ethnischer Zugehorigkeit
(Afroamerikaner/ Hispanoamerikaner vs. andere) und Raucherstatus (jemals vs.
niemals) randomisiert.  Alle 92  Teilnehmerinnen  hatten  einen
duplexsonographischen Befund der Arteria carotis communis erhalten, waren

jedoch frei von symptomatischen Gefal3erkrankungen. Die Patientengruppen
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hatten vergleichbare soziobkonomische und demographische Daten, und jeder
Studienteilnehmer erteilte seine Einverstandniserklarung. Eine Genehmigung
fur die Durchfihrung der Studie lag seitens des jeweils zustandigen Institutional
Review Board (IRB) vor (US-Analogon zur Ethikkomission IRB # 04-04-096E).

2.2. Intima-Media-Dicke Messung

Atherosklerotische GefaRwandveranderungen lassen sich mit Intima-Media-
Dicke Bestimmungen (IMD, IMT=Intima media thickness) frihzeitig erkennen.
Mittels hochauflosender Sonographie wird hierbei die Arteria carotis communis
exemplarisch dargestellt.

GefalRwandveranderungen, wie Plaques, konnen sicher dargestellt, sowie
Frihzeichen einer subklinischen Atherosklerose erfasst werden. Hierbei gilt
eine Wanddicke der Intima ab 1,00 mm als pathologisch, und Werte tber der
75. Perzentile gelten als verdachtig. Die Normwerte sind geschlechts-, sowie
altersabhangig, Vorteile dieser Methode sind ihre weite und schnelle
Verfluigbarkeit, ihr nichtinvasives Vorgehen und die Risikofreiheit.

Im Rahmen der WIHS wurde die Intima-Media-Dicke bei Visit 20-22 zwischen
2007 und 2012 und im Follow-up alle 2-3 Jahre bis 2014 erhoben. Mittels
hochauflosendem B-Mode Ultraschall wurden 6 Abschnitte der rechten Arteria
carotis communis dargestellt und die Intima-Media-Dicke bestimmt, wie in
vorherigen Studien beschrieben.”® Als Grenzwert fir eine pathologische
Verdickung galt eine IMT >1,5 mm in einem der gemessenen Abschnitte. In
allen Studienzentren wurden standardisierte Protokolle fur die Durchfiihrung der
sonographischen Untersuchung verwendet, und alle Auswertungen wurden in
einem zentralisierten Lesezentrum (University of Southern California)

vorgenommen.

2.3. Zellisolierung

2.3.1. Isolierung peripherer mononuklearer Zellen
Periphere  mononukledre Zellen (PBMCs) lassen sich  aufgrund

unterschiedlicher Dichtegradienten von anderen Blutbestandteilen separieren.
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Als Trennlésung wird ein synthetisches Polymer aus Saccharose (Ficoll-
Paque™ PREMIUM, GE Healthcare) verwendet. Ficoll weist eine spezifische
Dichte von 1,007 g/ml auf und damit eine gro3ere Dichte als Lymphozyten und
Monozyten, aber eine geringere Dichte als Erythrozyten und Granulozyten.

Die benotigten PBMCs der WIHS-Kohorte wurden bereits im Vorfeld in den
jeweiligen Studienzentren kryokonserviert. Fir die Voruntersuchungen am La
Jolla Institute for Allergy and Immunology wurde wie folgt vorgegangen:
Samtliche Schritte wurden unter sterilen Bedingungen in einer Werkbank
durchgefuhrt. Zur Gewinnung der PBMCs wurde 10 ml Vollblut mit 10 ml PBS
1:1 verdinnt. Das verdunnte Blut wurde vorsichtig Uber 15 ml Ficoll-Losung in
einem SepMate™ 50 Rohrchen geschichtet. Diese speziellen
Zentrifugenrohrchen erlauben eine sichere und schnelle Isolierung
mononuklearer Zellen und verhindern die vorzeitige Vermischung der
unterschiedlich dichten Phasen. Anschliel3end wurde bei 1200 g fir 10 Minuten
bei Raumtemperatur mit Bremse zentrifugiert, sodass sich Erythrozyten,
Granulozyten, Thrombozyten und tote Zellen am Boden des R&hrchens
sammeln, wahrend PBMCs in der gut sichtbaren Interphase, zwischen
Trennlésung und Plasma, zu finden sind. Alle darauffolgenden Schritte wurden
bei 4° Celsius auf Eis durchgefiihrt, sowie folgende Zentrifugationsschritte fir 5
Minuten bei 500 g und 4° Celsius. Die obere Schicht, welche die angereicherten
PBMCs beinhaltet, wurde zigig in ein neues 50 ml Zentrifugenréhrchen

geschuttet und zweimalig mit 15 ml PBS + 2% FKS gewaschen.

2.3.2. Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung

Zur Bestimmung der Zellzahl und Vitalitdt wurden die Zellen ein weiteres Mal
mit 5 ml PBS + 2% FKS verdinnt und 10 pl der Zellsuspension mit 10 ul 0,4%
Trypanblau (Thermo Fisher Scientific) verdiinnt. Von dieser Verdinnung wurde
die Zellkonzentration von 10 pl der Zellsuspension mithilfe einer Neubauer-
Zahlkammer unter dem Mikroskop bestimmt. Lebende Zellen nehmen die
Substanz nicht auf, wahrend abgestorbene und perforierte Zellen den Farbstoff
aufnehmen und somit kraftig blau erscheinen. Die durchschnittliche Vitalitat der
kryokonservierten PBMCs der WIHS-Kohorte betrug 96%.
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2.3.3. Kryokonservierung

Die Zellen wurden bei einer Standardkonzentration von 10-15 Millionen Zellen
pro Kryoréhrchen bei -80° Celsius tiefgefroren und nach maximal 3 Monaten in
Flussigstickstoff umgelagert. Hierzu wurden die Zellen in 500 ml 12,5% FKS
resuspendiert, in ein Kryoréhrchen Uberfihrt und anschlieBend 500 mi
Einfriermedium mit 20% DMSO vorsichtig hinzu pipettiert. Das Einfrieren
erfolgte bei -1° Celsius pro Minute mittels CoolCell, Cell Freezing Containers

(Biocision).

2.3.4. Auftauen konservierter Zellen

In Vorbereitung wurden Zentrifugenréhrchen mit 8 ml erwédrmten cRPMI
bereitgestellt. Die Zellen wurden in einem Wasserbad bei 37° Celsius rasch
aufgetaut. Im Anschluss wurden die Zellen vorsichtig in 1 ml cRPMI gel6st und
in das Zentrifugenréhrchen uberfihrt. Nach jedem Auftauen wurden die Zellen
mit Trypanblau gefarbt und gezahlt. Das Kryorohrchen wurde weitere zweimal
mit jeweils 1 ml cRPMI gewaschen, um die Uberfihrung der Zellen vollstandig

zu ermdglichen.

2.4. Durchflusszytometrie

2.4.1. Prinzip

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Charakterisierung unterschiedlicher
Zellpopulationen aufgrund ihres Streulicht- und Fluoreszenzverhaltens. Das
Prinzip beruht auf der Emission optischer Signale, sobald eine Zelle nach
Ansaugen durch eine Kapillare einzeln den fokussierten Laserstrahl passiert.
Detektiert mittels Filtern und Verstarkern (Photomultiplier) wird zum einen die
Lichtstreuung, zum anderen das Fluoreszenzlicht der Antikdrper-gekoppelten
Fluorophore. Das Streulicht korreliert mit GroRe, sowie weiteren
Zelleigenschaften. Das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter = FSC) ist abh&ngig
vom Volumen der Zelle und zeigt die Beugung des Lichts im flachen Winkel an.
Das Seitwartsstreulicht (Sideward Scatter = SSC) ist abhangig von der

Granularitat der Zelle, der Vesikelmenge und den Zellkerneigenschaften, und
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zeigt die Beugung des Lichts im rechten Winkel an. Durch Einsatz von
Fluoreszenzfarbstoffen kénnen Zellpopulationen weiter differenziert werden. Mit
Fluoreszenzfarbstoffen markierte Antikérper richten sich gegen bestimmte
Oberflachenproteine (z.B. Proteine der CD-Klassifizierung, CD = Cluster of
differentiation). Eine quantitative Auswertung erlaubt die zweidimensionale Dot
Plot Analyse. Durch das Setzen von ,Gates“ kann eine Zellpopulation

eingegrenzt werden.

2.4.2. Farbung der Zellen

Fur die Anfarbung bestimmter Oberflachenmolekille wurde die Zellsuspension
in Reaktionsrohrchen tberfuhrt. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 500 g fur
5 Minuten wurde der Uberstand verworfen und das Zellprazipitat in 1 ml PBS
resuspendiert. Zur Uberprifung der Zell Vitalitat wurde 1 pl Live/Dead AF700
pro ml hinzugeftgt und 30 min im Dunkeln auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 1
ml Waschpuffer und Zentrifugation (5 Minuten, 500 g, 4° Celsius) wurde der
Uberstand abgegossen, die Antikorper hinzugegeben und fir weitere 30
Minuten im Dunkeln auf Eis gestellt. Nach der Inkubation wurde weitere zwei
Mal mit 2 ml Waschpuffer gewaschen. Die verwendeten Antikdrper werden in
Kapitel 2.6.5 aufgefihrt.

2.4.3. Sortierung der Zellen am Flow Sorter

Die Monozyten-Populationen wurden mithilfe des Cell Sorters FACSAria (BD
Biosciences) am La Jolla Institute erschlossen und sortiert. Hierzu wurden 10
Millionen mit anti-CD14, anti-CD16, anti-CD3, anti-CD19, anti-CD66b, anti-
Cd56 und Live/Dead gefarbte PBMCs pro WIHS-Proband verwendet. Mithilfe
von CD14 und CD16 erfolgte eine Identifikation und Sortierung der Monozyten
in klassische (CD14++), intermediare (CD14++CD16+) und nicht-klassische
Monozyten (CD14+CD16++) (Abb. 1).
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Abb. 1. Monozyten-Sortierung. Zuerst wurden intakte Zellen eingegrenzt mittels
FSC/SSC (oben links), dann wurde eine Gate auf einzelne Zellen gesetzt mittels SSC-
W (oben mittig) und auf lebende Zellen mittels Invitrogen Yellow (oben rechts). Im
Anschluss wurde eine Exklusionsstrategie (dump channel) verwende,t um T-Zellen
(CD3), B-Zellen (CD19) und Neutrophile (CD66b) auszuschlieRen, welche alle in
PerCP-Cy5.5 angefarbt waren (unten rechts).

2.4.4. Charakterisierung der Monozyten mittels Durchflusszytometrie

Zur Evaluation der unterschiedlichen Expression von Oberflachenrezeptoren
auf den drei sortierten Monozytenpopulationen wurde im Anschluss eine
Anfarbung mit weiteren Antikdrpern vorgenommen. Die Expression der
Oberflachenmoleklle wurde quantifiziert anhand der MFI (=mean fluorescence
intensity). Die Daten wurden mithilfe der FlowJo Software Version v10.1

(Treestar Inc., Ashland, OR) und viSNE analysiert.

2.5. Datenanalyse
Die statistische Auswertung wurde mittels SPSS Statistics 22 (SPSS, Inc.,
Chicago, lllinois) vorgenommen. Als quantitatives Mal3 der Fluoreszenzstéarke

wurde die MFI (mean fluorescence intensity) angegeben. Die Angabe der Daten
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erfolgte als Mittelwert (mean) +/- Standardabweichung (SD), sowie bei schiefen
Verteilungen als Median und Interquartilsabstand (IQR).

An statistischen Tests wurden mehrere Verfahren verwendet. In unabhangigen
Stichproben wurden ordinal und quantitativ nicht normalverteilte Zielvariablen
mittels Mann-Whitney Test verglichen. Kategorielle Variablen wurden mit dem
Chi-Quadrat Test verglichen. Im Falle von quantitativ normalverteilten
Zielvariablen fand der t-Test fur unabhangige Stichproben fir einen Vergleich
der Mittelwerte Anwendung. Bei p < 0,05 wurde von einem signifikanten
Unterschied ausgegangen, wenn nicht anders beschrieben. Fir den Vergleich
von mehr als 2 Gruppen wurde die Varianzanalyse ANOVA verwendet. Um bei
mehreren Variablen falsch positive Resultate zu vermeiden, wurde bei multiplen
Vergleichen die Bonferroni-Korrektur angewendet, und das Signifikanzniveau
auf p=0,0125 und p=0,006

Regressionsanalysen angewendet, um weitere Storfaktoren auszuschlief3en.

herabgesetzt. Des Weiteren wurden

2.6. Material

2.6.1. Technisches Equiment

Zentrifuge Sorvall Legend RT, Thermo Scientific, Waltham,
USA

Wasserbad Isotemp 210, Fisher Scientific, Waltham, USA

Sterilbank 1300 Series A2, Thermo Scientific, Waltham, USA

Lichtmikroskop Primo Star, Zeiss, Oberkochen, DEU

Stickstofftank LN2 Supply Tank, Thermo Scientific, Waltham, USA

Gefrierschranke -80°C VIP Plus, Panasonic, San Diego, USA

Kihlschrank

Durchflusszytometer

Zellzahlautomat
Mikropipetten

Accu-jet pro

-20°C, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
4°C , VWR International, Radnor, USA

LSRII, BD, Franklin Lakes, USA

FACSAria Fusion, BD, Franklin Lakes, USA
Invitrogen Countess, Thermo Fisher, Waltham USA
Eppendorf, Hamburg, DEU

BrandTech, Essex, USA
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2.6.2. Verbrauchsmaterialien
Nalgene 2 ml Einfrierrdhrchen
Einfrierkisten CoolCell
Eppendorf Reaktionsgefalle
Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml
SepMate 50 Réhrchen

5ml Rundboden-Rdhrchen, PP
5ml Rundboden-Rdhrchen, PS
Cluster Tubes

Deckglaschen

Objekttrager

Neubauer Zahlkammer
Countess Zahlkammern
Pipetten 5ml, 10ml, 25ml
Pipettenspitzen

Sterile Pipettenspitzen
Corning Filtersysteme

2.6.3. Chemikalien

PBS, pH 7,4 (1X)

RPMI 1640 (1x)
Ficoll-Paque PLUS
HEPES (1M)

Sodium Pyruvat (100mM)

2-Mercaptoethanol (1000x, 55mM)

MEM NEAA (100x)
FKS

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Trypanblau (0, 4 %)

Thermo Scientific, Waltham, USA
Biocision, San Rafael, USA
Fisher Scientific, Waltham, USA
BioPioneer Inc, San Diego, USA

Stemcell Technologies, Vancouver, CAN

Fisher Scientific, Waltham, USA
Fisher Scientific, Waltham, USA
Fisher Scientific, Waltham, USA
Fisher Scientific, Waltham, USA
Fisher Scientific, Waltham, USA

Hausser Scientific, Horsham, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA
Fisher Scientific, Waltham, USA
Fisher Scientific, Waltham, USA

Genesee Scientific, San Diego, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Thermo Fisher, Waltham, USA
Thermo Fisher, Waltham, USA

GE Healthcare, Little Chalfront,

Thermo Fisher, Waltham, USA
Thermo Fisher, Waltham, USA
Thermo Fisher, Waltham, USA
Thermo Fisher, Waltham, USA

UK

Gemini Bio-Products, West Sacramento,

USA

Fisher Scientific, Waltham, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Thermo Fisher, Waltham, USA
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2.6.4. Puffer und Medien

cRPMI:

25% FKS:

12,5% FKS:

Gefriermedium:

FACS Puffer:

Sorting Puffer:

410 ml RPMI 1640
50 ml FKS (10%)

5 ml HEPES

5 ml Sodium/Pyruvat
5 ml MEM-NEAA

5 ml Beta-Mercaptoethanol

75 ml RPMI 1640
25 ml FKS

50 ml RPMI 1640
50 ml 25% FKS

10 ml 25% FKS
10 ml RPMI 1640
5 ml DMSO

450 ml PBS
50 ml FKS

915 ml PBS
50 ml FKS
10 ml EDTA
25 ml HEPES
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2.6.5. Antikorper

Tab. 1: Antikorper

Spezifitat | Isotyp Konjugation Klon Herkunft | Hersteller
CD14 lgG2a BV510 M5E2 Maus BioLegend
CD16 IgG1,k APC-Cy7 3G8 Maus BioLegend
CD3 IgG2a PerCP-Cy5.5 OKT3 Maus Tonbo

CD19 lgG1,k PerCP-Cy5.5 HIB19 Maus Tonbo

CD66b IgM,k PerCP-Cy5.5 G10F5 Maus BioLegend
CD56 lgG1,k PerCP-Cy5.5 5.1H11 Maus BioLegend
CD192 IgG2a Bv421 K036C2 | Maus BioLegend
CX3CR1 lgG2b APC 2A9-1 Maus BioLegend
CD11b IgG1,k PE-Cy7 ICRF44 | Maus BioLegend
CD163 lgG1l BV605 GHI/61 Maus BioLegend
CD86 lgG2b,k | BV605 IT2.2 Maus BioLegend
CD184 lgG2a PE-Dazzle594 12G5 Maus BioLegend
CD195 lgG1,k PE eBioT21 | Maus eBioscience
CD36 FITC Maus BD Bioscience
Live/dead AF700 BD Bioscience
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3. Ergebnisse

3.1. Charakteristika der Studienkohorte

Untersucht wurden 92 weibliche Probandinnen der WIHS Kohorte, die anhand
des Alters, Raucherstatus und ethnischer Zugehoérigkeit randomisiert, und je
nach HIV und kardiovaskularem Status (CVD=cardiovascular disease) in 4

Gruppen mit je 23 Probanden aufgeteilt wurden.

Tab. 2: Stratifizierung der Gesamtkohorte.

Infektionsstatus N Kardiovaskulare Erkrankung/IMT Status
HIV-/CVD+ N=23 Mit neuen Lasionen seit 2004

HIV-/CVD- N=23 Keine Lasionen in IMT Scans und keine KHK
HIV+/CVD+ N=23 Mit neuen Lasionen seit 2004

HIV+/CVD- N=23 Keine Lasionen in IMT Scans und keine KHK

Der Altersdurchschnitt der Probandinnen betrug 46,7 Jahre (SD +/- 8,29).
65,9% waren zum Zeitpunkt der Evaluation Raucherinnen und 95,7%
afroamerikanischer Abstammung. 85% der HIV-positiven Teilnehmerinnen
befanden sich unter HAART (hoch aktiver antiretroviraler Therapie) und 91%
unter ART (antiretroviraler Therapie). Des Weiteren hatten HIV-positive Frauen
eine mediane CD4+ Zellzahl von 550,5 Zellen/pul (IQR 284-792). Weitere
Klinische und  demographische  Charakteristika, sowie  evaluierte

Laborparameter und HIV-Parameter, lassen sich Tabelle 3 entnehmen.
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Tab. 3: Klinische Merkmale der Studienteilnehmer. Merkmale HIV-positiver und

HIV-negativer Frauen der Women's Interagency HIV Study stratifiziert nach dem

Vorhandensein subklinischer Atherosklerose.

Parameter Alle Patienten  HIV- CVD- HIV- CVD+ HIV+ CVD- HIV+ CVD+ pP*
n=92 n=23 n=23 n=23 n=23
(100%) (25%) (25%) (25%) (25%)
Klinische Merkmale
Mittleres Alter, J 46,74+8,29 44,70+6,73 47,74%9,32 46,70+8,46 47,83+8,61 0,553
BMI (kg/m?) 28,54+6,45 30,22+6,04 27,40+6,06 27,38+4,96 29,12+8,34 0,371
BP sys (mmHG) 121,43 121,00 124,94 120,78 120,89 0,916
+14,64 +16,55 +17,98 +15,30 +11,48
BP dias (mmHG) 71,27+9,14 69,53+9,53 69,38+8,11 72,94+10,66 71,89+7,86 0,677
BP sys > 130 34 (37,0%) 6 (6,5%) 14 (15,2%) 5 (5,4%) 9 (9,8%) 0,027
mmHG
BP dias > 85 22 (23,9%) 3 (3,3%) 8 (8,7%) 5 (5,4%) 6 (6,5%) 0,375
mmHG
Raucher 60 (65,9%) 18 (19,8%)  18(19,8%)  10(11,0%) 14 (15,4%) 0,058
Diabetes 22 (23,9%) 6 (6,5%) 8 (8,7%) 4 (4,3%) 4 (4,3%) 0,453
Framingham 2,64+£3,11 1,87+£1,96 4,59+4,80 1,43+0,99 2,64+2,56 0,002
Risiko Score (%)
Framingham Risiko Score
< 10% 85 (94,4%) 22 (24,4%) 19 (21,1%) 23 (25,6%) 21 (23,3%) 0,241
10 - 20% 5 (5,6%) 1 (1,1%) 3 (3,3%) 0 (0,0%) 1 (1,1%) 0,241
> 20% 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1,000
LVEF < 50% 2. (3,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(1,7%) 1 (1,7%) 0,732
NYHA Stadium
-1 26 (44,8%) 9 (15,5%) 4 (6,9%) 6 (10,3%) 7 (12,1%) 0,709
-2 30 (51,7%) 6 (10,3%) 3 (5,2%) 11 (19,0%) 10 (17,2%)
-3 2 (3,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1 (1,7%) 1 (1,7%)
-4 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
NYHA > 2 32 (55,2%) 6 (10,3%) 3 (5,2%) 12 (20,7%) 11 (19,0%) 0,385
Demographien
Rasse/ ethnische Zugehdorigkeit
- Afro-/ Hispano- 88 (95,7%) 22 (23,9%) 22 (23,9%) 22 (23,9%) 22 (23,9%) 1,000
Amerikaner
- Andere 4 (4,3%) 1(1,1%) 1 (1,1%) 1 (1,1%) 1 (1,1%)
Mittleres Haushaltseinkommen/Jahr
- < $6000 19 (21,3%) 5 (5,6%) 6 (6,7%) 1(1,1%) 7 (7,9%) 0,063
- $6000 — 34 (38,2%) 5 (5,6%) 7 (7,9%) 12 (13,5%) 10 (11,2%)
$12000
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- $12001 - 11 (12,4%) 4 (4,5%) 5 (5,6%) 2 (2,2%) 0 (0,0%)
$18000

- $18001 - 10 (11,2%) 4 (4,5%) 3 (3,4%) 1(1,1%) 2 (2,2%)
$24000

- $24001 - 3 (3,4%) 1(1,1%) 1(1,1%) 0 (0,0%) 1(1,1%)
$30000

- $30001 - 4 (4,5%) 0 (0,0%) 1(1,1%) 1(1,1%) 2 (2,2%)
$36000

- $36001 - 4 (4,5%) 0 (0,0%) 2 (2,2%) 0 (0,0%)
$75000

- > $75000 2 (2,2%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 2 (2,2%) 0 (0,0%)
Bildungsgrad

- Kein 36 (39,6%) 8 (8,8%) 9 (9,9%) 9 (9,9%) 10 (11,0%) 0,928
Schulabschluss

- High School 31 (34,1%) 8 (8,8%) 9 (9,9%) 6 (6,6%) 8 (8,8%)
Abschluss

- College 22 (24,3%) 6 (6,6%) 5 (5,5%) 7 (7,7%) 4 (4,4%)
Abschluss

- Universitats- 2 (2,2%) 1(1,1%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(1,1%)
abschluss
Kokain/Crack 8 (8,8%) 2 (2,2%) 4 (4,4%) 0 (0,0%) 2 (2,2%) 0,236
Konsum
Heroinkonsum seit 3 (3,3%) 0 (0,0%) 3 (3,3%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0,027
letztem
Studienbesuch
Bekannter i.v. 40 (43,5%) 7 (7,6%) 11 (12,0%) 11 (12,0%) 11 (12,0%) 0,547
Drogenkonsum
Hepatitis C 40 (43,5%) 6 (6,5%) 9 (9,8%) 12 (13,0%) 13 (14,1%) 0,151
Begleitmedikation bei Studieneintritt
Antihypertensiva 30 (32,6%) 5 (4,4%) 9 (9,8%) 7 (7,7%) 9 (9,8%) 0,537
Statine 5 (5,4%) 0 (0,0%) 2 (2,2%) 0 (0,0%) 3 (3,3%) 0,127
Laborparameter
CRP (mg/ml) SB 5,06+8,32 3,50£3,97 5,85+7,14 5,15+11,48 5,75%9,16 0,765
CRP (mg/dl) FU 5,5448,11 4,30+6,86 7,87+£10,85 2,60+2,47 7,28+8,87 0,102
CRP> 0,2 mmHg 88 (95,7%) 22 (23,9%) 22 (23,9%) 22 (23,9%) 22 (23,9%) 1,000
SB
CRP >0,2mmHg 84 (95,5%) 22 (25,0%) 21 (23,0%) 21 (23,9%) 20 (22,7%) 0,590
FU
CRP Kategorien (mg/ml) Studienbeginn

-<1,0 (low CVD 24 (26,1%) 7 (7,6%) 6 (6,5%) 7 (7,6%) 4 (4,3%) 0,955
risk)

-1,0-3,0 29 (31,5%0 6 (6,5%) 6 (6,5%) 6 (6,5%) 9 (9,8%)
(average risk)

- 3,1-10,0 (high 28 (30,4%) 8 (8,7%) 7 (7,6%) 6 (6,5%) 7 (7,6%)
risk)

->10,0 11 (12,0%) 2 (2,2%) 4 (4,3%) 2 (2,2%) 3 (3,3%)
(persistent
increased
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inflammation)

CRP Kategorien (mg/dl) Follow-Up

- <1,0 (low CVD
risk)

-1,0-3,0
(average risk)

- 3,1-10,0 (high
risk)

->10,0
(persistent
increased
inflammation)

Kreatinin (mg/dl)

EGFR
(ml/min/1,73m?)

Nuchternglukose
(mg/dl)

HbAlc (%)
HbA1c 4,0 — 5,6%
HbAlc 5,7 — 6,4%
HbA1c > 6,5%

Triglyceride
(mg/dl)

Cholesterol
(mg/dl)

Cholesterol > 200
mg/dl (je)

Cholesterol 200 —
239 mg/dl

Cholesterol > 240
mg/dl

HDL (mg/dl)

HDL < 40 mg/dI
HDL 40 — 59 mg/dl
HDL > 60 mg/dI

LDL (mg/dl)

LDL > 190 mg/dl
LDL > 100 mg/di
LDL < 100mg/dI
LDL < 70 mg/dl

NTproBNP (ng/l)

D-Dimere (mg/l)
Leukozyten (n/ul)

27 (30,7%)

22 (25,0%)

28 (31,8%)

11 (12,5%)

0,97+0,68
86,86+23,16

95,20+30,46

5,66+0,95
50 (66,7%)
16 (21,3%)
9 (12,0%)

125,42
90,76

178,67
+40,61

28 (54,9%)

5 (11,1%)

10 (22,2%)

49,26+14,70
28 (49,1%)
10 (17,5%)
19 (33,9%)

103,85
+35,48

3 (4,1%)

42 (57,5%)
31 (42,5%)
11 (15,1%)

257,32
+980,11

0,92+1,15
5,34+2,08

9 (10,2%)

5 (5,7%)

8 (9,1%)

1(1,1%)

0,88+0,16
87,32+6,04

95,55
+26,71

5,93+1,05
11 (14,7%)
6 (8,0%)
5 (6,7%)

99,13
+47,62

169,87
+31,11

6 (11,8%)

2 (4,4%)

0 (0,0%)

52,26+11,74
4 (7,0%)

3 (5,3%)

6 (10,7%)

97,65
+34,02

0 (0,0%)
10 (13,7%)
10 (13,7%)
4 (5,5%)

70,50
+77,51

5,55+1,40

6 (6,8%)

5 (5,7%)

7 (8,0%)

5 (5,7%)

0,96+0,51

87,34
+24,59

98,16
+43,50

6,06+1,28
8 (10,7%)
5 (6,7%)
3 (4,0%)

123,11
+86,86

194,16
+51,02

9 (17,6%)

2 (4,4%)

5 (11,1%)

53,79+14,10
7 (12,3%)

4 (7,0%)

8 (14,3%)

112,61
43,79

2 (2,7%)
15 (20,5%)
6 (8,2%)
2 (2,7%)

166,98
+209,50

1,26+1,49
7,85+2,11
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8 (9,1%)

7 (8,0%)

6 (6,8%)

0 (0,0%)

0,83+0,13

90,12
17,07

91,91
+13,79

5,21+0,32
20 (26,7%)
2 (2,7%)
0 (0,0%)

114,11
55,24

161,17
+35,36

4 (7,8%)

1(2,2%)

1(2,2%)

47,35+18,22
8 (14,0%)

2 (3,5%)

4 (7,1%)

91,04
+30,22

0 (0,0%)
7 (9,6%)
9 (12,3%)
4 (5,5%)

202,28
+549,20

0,42+0,16
4,61+1,33

4 (4,5%)

5 (5,7%)

7 (8,0%)

5 (5,7%)

1,22+1,24

82,65
+31,49

95,80
+35,06

5,50+0,79
11 (14,7%)
3 (4,0%)
1 (1,3%)

168,57
+139,54

193,48
+36,45

9 (17,6%)

0 (0,0%)

4 (8,9%)

43,95+12,62
9 (15,8%)

1 (1,8%)

1 (1,8%)

117,80
+29,38

1 (1,4%)
10 (13,7%)
6 (8,2%)
1 (1,4%)

494,98
+1657,32

4,94+2,41

0,310

0,217
0,751

0,931

0,017
0,012
0,337
0,090
0,068

0,010

0,061

0,611

0,050

0,115
0,047
0,781
0,175

0,045

0,349
0,317
0,317
0,378
0,629

0,505
0,000



Thrombozyten 226,83 248,65 222,89 201,83 237,26 0,279

(n/ul) +80,56 +44,24 +102,61 180,75 +89,60

HIV Parameter

CD4+ Nadir (n/ul) 240,36 - - 231,26 250,33 0,641

+133,12 +134,36 +134,33

CD4+ Zellen 427,59 - - 429,26 425,91 0,964

(n/m3) +246,96 +182,48 +302,40

CD4+ Zellen >500 16 (34,8%) - - 10 (21,7%) 6 (13,0%) 0,353

(n/ul)

HIV RNA 15349,28 - - 15884,78 14813,78 0,942

(Kopien/ml) +48835,13 +62184,05 +31791,31

HIV RNA 26 (56,5%) 12 (26,1%) 14 (30,4%) 0,767

Detektionsstatus

Abacavir, n (%) 15 (32,6%) 8 (17,4%( 7 (15,2%) 1,000

Tenofovir, n (%) 13 (28,3%) 7 (15,2%) 6 (13,0%) 1,000

Anzeichen flr 32 (34,8%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 19 (20,7%) 13 (14,1%) 0,000

AIDS

Klassische 56,48+14,19 57,30 56,73 55,84 56,05 0,986

Monozyten/ Zellen +12,08 +15,36 +14,68 +15,28

gesamt

Intermediare 6,69+4,05 6,66+4,07 7,11+4,65 6,30+3,87 6,69+3,80 0,932

Monozyten/ Zellen

gesamt

Nicht-klassische 17,73+£13,29 15,77+9,06 16,75 17,49 20,93 0,587

Monozyten/ Zellen +17,29 +11,24 +14,39

gesamt

Klassische 69,53+16,07 70,88 71,14 69,69 66,42 0,745

Monozyten/ +12,08 +18,68 +15,52 +17,81

Monozyten

gesamt

Intermediare 21,52+15,53 19,77 19,51 22,03 24,79 0,639

Monozyten/ +11,33 +18,87 +14,40 +16,97

Monozyten

gesamt

Nicht-klassische 7,79+4,35 8,11+4,68 8,2345,21 7,0313,24 7,7914,21 0,791

Monozyten/

Monozyten

gesamt

CD16 - 69,53+16,07 70,88 71,14 69,69 66,41 0,745
+12,08 +18,68 +15,52 +17,81

CD16 + 29,31+16,11 27,88 27,74 29,05 32,58 0,723
+12,02 +18,86 +15,37 +17,90

Monozyten (n/pl) 2,53+1,30 2,69+1,11 3,00+0,00 2,30+1,55 2,48+1,38 0,558

Werte sind angegeben als n (%) oder Mittelwert + Standardabweichung. BMI — body mass index, BP — Blutdruck, LVEF

— Linksventrikulare Ejektionsfraktion, NYHA — New York Heart Association, CRP — C-reaktives Protein, EGFR —

geschéatzte glomerulare Filtrationsrate (MDRD), HbAlc — Glycated Hemoglobin, HDL — High-density lipoprotein, LDL —

Low-density lipoprotein, BNP — B-Typ Natriuretrisches Peptid, SB — Studienbbeginn, FU — Follow-Up.
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3.2. Qualitat der verwendeten Proben

Die kryokonservierten PBMCs aus den 6 Studienzentren hatten nach dem
Auftauen und Kontrolle mit der Zahlkammer eine durchschnittliche Vitalitat von
96,1%. Im folgenden Mittelwertplot sind einzelne Werte dargestellt fur

Studienzentrum 1-6.

Vitalitat nach Studienzentrum

110+
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Abb. 2.1: \Vitalitit nach Studienzentrum. Darstellung der Vitalitat der

kryokonservierten PBMC’s nach Studienzentrum 1-6 in Prozent (%).
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Abb. 2.2: Haufigkeitsverteilung der Probenvitalitat. Die durchschnittliche Vitalitat
der kryokonservierten PBMC'’s betrug 96,1%.

Nach dem Sorting wiesen alle Monozytenpopulationen eine Reinheit >95% auf.
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3.3. Oberflachenexpression auf Monozyten-Populationen

In der gesamten Kohorte (n=92) evaluierten wir die Oberflachenexpression von
CXCR4, CCR5, CCR2, CD11b, CD163, CD36 und CX3CR1 auf klassischen,
intermediéren und nicht-klassischen Monozyten.

Die folgenden Grafiken zeigen die mittlere Fluoreszenzintensitat der
entsprechenden Antikdrper als Mittelwert +/- SD. Fir die Analyse wurde nach

Bonferroni-Korrektur p<0,0167 als signifikant gewertet.

3.3.1. CX3CR1

Die niedrigste Expression von CX3CR1 findet sich auf klassischen Monozyten
(890,8+394,8), gefolgt von intermedidren Monozyten (3659+1828.9) und nicht-
klassischen Monozyten (3940,3+2213,5). Zwischen Letzteren lasst sich kein
signifikanter Unterschied finden, wobei zwischen klassischen und
intermediaren, sowie klassischen und nichtklassichen Monozyten ein jeweils
signifikanter Unterschied besteht (p<0,001).
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Abb. 3.1: Analyse der CX3CR1-Expression auf den Monozyten-Populationen.

3.3.2. CD16

Wie wir aufgrund des Sortings und der Definition der Populationen erwarten
wurden, finden wir die hochste Expression von dem Oberflachenmolekil CD16
auf nicht-klassischen Monozyten (6586,8+2854). Auf intermedidren Monozyten
lasst sich eine mittlere Expressionshéhe (2664,7+1240) und auf klassischen
Monozyten die Niedrigste (302,7£193,3) finden. Die Unterschiede zwischen

allen 3 Vergleichspaaren sind als signifikant zu werten (p<0,001).

39



p <0,001

__ p<0001
< 0,001
10,000+ HEL
= so000{ [2=0001 T
2 6,000
2 4,000
a T
O 2000
o) B - :
(%] <@ <
& @ S
& 4
(<) (7] =)
& & P
& @ *
O N
)
S

Abb. 3.2: Analyse der CD16-Expression auf den Monozyten-Populationen.

3.3.3. CD192

Auch hier sind die Unterschiede aller Vergleichsgruppen signifikant (p<0,001).
CD192 zeigt die hochste Expression auf Kklassischen Monozyten
(3604,5+1358,9), gefolgt von intermedidren Monozyten (1327,9+578,7) und
nicht-klassischen Monozyten (222,9+89,2).
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Abb. 3.3: Analyse der CD192-Expression auf den Monozyten-Populationen.

3.3.4. CD14

Die CD14-Expression bestatigt ebenfalls unsere Sorting-Qualitat. Klassische
Monozyten zeigen die hochsten Werte (18014,4+4350,3), intermediare
Monozyten einen mittleren Phéanotyp (12335,8+3084,2) und nicht-klassische
Monozyten die niedrigsten Werte (1009,2+521,2). Zwischen allen Gruppen
besteht wieder ein signifikanter Unterschied (p<0,001).
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Abb. 3.4: Analyse der CD14-Expression auf den Monozyten-Populationen.

3.3.5. CD163

CD163 wird am starksten von intermediaren Monozyten exprimiert (640,1+714),
gefolgt von Kklassischen (630,5+472,1) und nicht-klassischen Monozyten
(106,5+60,6). Nur zwischen nicht-klassischen und intermediéren, sowie nicht-
klassischen und klassischen Monozyten, ist der Unterschied als signifikant zu

werten (p<0,001).
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Abb. 3.5: Analyse der CD163-Expression auf den Monozyten-Populationen.
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3.3.6. CD36

Das Oberflachenmolekil CD36 zeigt die hochste Expressionsrate auf
klassischen Monozyten (72528,7+24395,4). Eine ebenfalls starke Expression
zeigen intermediare Monozyten (62814+28912,6). Zwischen beiden besteht ein
signifikanter Unterschied (p=0,009). Nichtklassische Monozyten zeigen die
niedrigste Expression (5303,2+6801), welche im Vergleich zu den beiden

anderen Population als signifikant zu werten ist (p<0,001).
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Abb. 3.6: Analyse der CD36-Expression auf den Monozyten-Populationen.

3.3.7. CD195

CD195, auch CCR5 genannt, wird gleichermal3en von klassischen (218,5+75,8)
und intermediaren Monozyten (235+£88,4) exprimiert (p=0,264). Nichtklassische
Monozyten zeigen die niedrigste Expression (131,3t42,1) und einen

signifikanten Unterschied zu den beiden anderen Gruppen (p<0,001).
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Abb. 3.7: Analyse der CD195-Expression auf den Monozyten-Populationen.
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3.3.8. CD11b

Bei CD11b lassen sich wiederum signifikante Unterschiede zwischen allen 3
Vergleichsgruppen finden (p<0,001). Die niedrigsten Werte zeigen nicht-
klassische = Monozyten  (2020,3+1520,5), gefolgt von intermedidren
(20381,3+6385,2) und klassischen Monozyten (26981+7866,3).
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Abb. 3.8: Analyse der CD11b-Expression auf den Monozyten-Populationen.

3.3.9. CXCR4

CXCR4 wird am starksten exprimiert von intermediaren Monozyten
(2615,4+1252,9). Eine mittelstarke Expression findet sich bei klassischen
(1977+£991,2) wund die Niedrigste bei nicht-klassischen Monozyten
(564,9+584,2). Alle 3 Vergleichsgruppen unterscheiden sich in ihren

Mittelwerten signifikant voneinander (p<0,001).
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Abb. 3.9: Analyse der CXCR4-Expression auf den Monozyten-Populationen.
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3.4. Einfluss von HIV und subklinischer Atherosklerose auf die Haufigkeit der
Monozyten-Populationen

Mit dem t-Test flr unabhéngige Stichproben untersuchten wir die Auswirkung

von HIV-Infektion und kardiovaskularer Erkrankung auf das Vorkommen

einzelner Monozyten-Populationen (Signifikanzniveau 0,05).

3.4.1. HIV Infektion
Bei HIV-positiven Probandinnen, im Vergleich zu HIV-negativen Probandinnen,
lasst sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung klassischer,

intermediarer und nicht-klassischer Monozyten erkennen.

Tab. 3.1.1: Verteilung der Monozyten-Populationen nach HIV-Status. Aufteilung in
klassische, intermediare und nicht-klassische Monozyten. Angabe als Mittelwert +/-
SD.

CD14++ (%) CD14++CD16+ (%) | CD14+CD16++ (%)
HIV- 71,0+15,6 19,6+15,4 8,2+4,9
HIV+ 68,1+16,6 23,4+15,6 7,4+£3,7
p-Wert 0,38 0,247 0,404
HIV+ HIV-

mm 68,1 Klassische
23,4 Intermediare
mm 7,4 Nicht-klassische

mm 71,0 Klassische
19,6 Intermediére
mm 8,2 Nicht-klassische

Abb. 4.1.1: Darstellung der Verteilung der Monozyten-Populationen nach HIV-

Status.

Auch nach alter

Nomenklatur

und Einteilung anhand des CD16-

Expressionsmusters lassen sich keine signifikanten Unterschiede feststellen.
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Tab. 3.1.2. Verteilung der Monozyten-Populationen nach HIV-Status. Aufteilung in
CD16-negative und CD16-positive Monozyten. Angabe als Mittelwert +/- SD.

CD16- (%) CD16+ (%)
HIV- 71,015,6 27,8+15,6
HIV+ 68,1+16,6 30,8+16,6
p-Wert 0,38 0,373
HIV+ HIV-
mm 68,1 CD16- mm 71,0 CD16-
30,8 CD16+ 27,8 CD16+

Abb. 4.1.2: Darstellung der Verteilung der Monozyten-Populationen nach HIV-

Status.
Verteilung Monozyten-Populationen nach HIV-Status
=
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Abb. 4.1.3. Darstellung der Verteilung der Monozyten-Populationen nach HIV-

Status.
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3.4.2. Subklinische Atherosklerose
Ebenso in Bezug auf das Vorhandensein subklinischer Atherosklerose, sowie
kardiovaskularer Erkrankung, konnte kein signifikanter Unterschied in der

Haufigkeit einzelner Monozyten-Populationen beobachtet werden.

Tab. 3.2.1: Verteilung der Monozyten-Populationen nach CVD-Status. Aufteilung in
klassische, intermediare und nicht-klassische Monozyten. Angabe als Mittelwert +/-
SD.

CD14++ (%) CD14++CD16+ (%) | CD14+CD16++ (%)
CVD- 70,3+13,8 20,9+12,9 7,614,0
CVD+ 68,8+18,2 22,1+17,9 8,0+4,7
p-Wert 0,656 0,702 0,63
CVD+ CVD-

mm 68,8 Klassische
22,1 Intermediare
mm 8,0 Nicht-klassische

mm 70,3 Klassische
20,9 Intermediare
mm 7,6 Nicht-klassische

Abb. 4.2.1: Darstellung der Verteilung der Monozyten-Populationen nach CVD-
Status.

Ebenso nach Einteilung anhand des CD16-Rezeptors unterscheiden sich beide
Gruppen nicht signifikant.

Tab. 3.2.2: Verteilung der Monozyten-Populationen nach CVD-Status. Aufteilung in
CD16-negative und CD16-postive Monozyten. Angabe als Mittelwert +/- SD.

CD16- (%) CD16+ (%)
CVD- 70,3138 28 5+13,7
CVD+ 68,8+18,2 30,2+18,3
p-Wert 0,656 0,617
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CVD- CVD+

mm 70,3 CD16-
28,5 CD16+

Abb. 4.2.2: Darstellung der Verteilung der Monozyten-Populationen nach CVD-

mm 68,8 CD16-
30,2 CD16+

Status.
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Abb. 4.2.3: Darstellung der Verteilung der Monozyten-Populationen nach CVD-

Status.
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3.4.3. HIV und subklinische Atherosklerose

Die Verteilung klassischer, intermediarer und nicht-klassischer Monozyten

unterschied sich auch im Vergleich aller vier Gruppen nach Bonferroni-
Korrektur nicht signifikant (Signifikanzniveau 0,0125 und 0,006).

Tab. 3.3.1: Verteilung der Monozyten-Populationen nach HIV-Status und CVD-

Status. Aufteilung in klassische, intermediare und nicht-klassische Monozyten. Angabe

als Mittelwert +/- SD.

CD14++ (%) CD14++CD16+ (%) | CD14+CD16++ (%)
HIV- CVD- 70,9+12,1 22+11,3 8,1+4,7
HIV- CVD+ | 71,1+18,7 24,8+18,9 8,2+5,2
HIV+ CVD- | 69,7155 19,8+14,4 7,8+3,2
HIV+ CVD+ | 66,4178 19,5+17,0 7,0£4,2
p-Wert 0,745 0,639 0,791

Ebenso in Bezug auf das Vorkommen CD16-positiver und CD16-negativer

Monozyten konnten wir keinen signifikanten Unterschied nachweisen.

Tab. 3.3.2: Verteilung der Monozyten-Populationen nach HIV-Status und CVD-

Status. Aufteilung in CD16-negative und CD16-positive Monozyten. Angabe als

Mittelwert +/- SD.

CD16- (%) CD16+ (%)
HIV- CVD- 70,9+12,1 29,1+12,0
HIV- CVD+ 71,1+18,7 32,6+18,9
HIV+ CVD- 69,7+15,5 27,9154
HIV+ CVD+ 66,4+17,8 27,7179
p-Wert 0,745 0,723
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Verteilung Monozytensubpopulationen in 4 Gruppen
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Abb. 4.3.1: Darstellung der Verteilung der Monozyten-Populationen nach HIV-
Status und CVD-Status. (n.s. = nicht signifikant)
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3.5. Einfluss von HIV und subklinischer Atherosklerose auf die
Oberflachenexpression einzelner Monozyten-Populationen

Mithilfe des T-Tests fur unverbundene Stichproben und ANOVA im Falle von

mehr als zwei zu vergleichenden Gruppen untersuchten wir im Anschluss

Unterschiede der Expression aller Oberflachenrezeptoren auf den Monozyten-

Populationen in Gruppen. stratifiziert nach HIV und kardiovaskularer

Erkrankung. Beschrieben werden in diesem Falle nur als signifikant gewertete

Ergebnisse.

3.5.1. HIV Infektion

Der HIV Status scheint weder im Falle von klassischen, noch intermediaren
Monozyten Auswirkungen auf die Rezeptorexpression zu haben. Bei nicht-
klassischen Monozyten und HIV hingegen lasst sich eine signifikant erniedrigte
Expression von CD192 (p=0,039) und CD14 (p=0,050) beobachten. Ebenso
erniedrigt auf nicht-klassischen Monozyten der HIV-Kohorte ist die Expression
von CD163 (p=0,013), CD36 (p=0,023) und CD11b (p=0,009). Abschliel3end
zeigen sich signifikant erniedrigte Expressionslevel von CXCR4 (p=0,017).

Oberflachenexpression klassischer Monozyten
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£1,000 T < 400 T S 4,000 T
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X o 8
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25,000 1,500 150,000
= 20,000 T T =
w w
= 15,000 = 1,000 “' = 100,000 is
2 10,000 8 8
g 1o 5 500 8 50,000
© 5000 o o
0 0 0
HIV- HIV+ HIV- HIV+ HIV- HIV+
400 40,000 4,000
= = T
£ 00 T < 30000 T £ 3000 -|—
8 200 2 20,000 3 2000
o o e
3 100 3 10,000 X 1,000
0 0 0
HIV- HIV+ HIV- HIV+ HIV- HIV+

Abb. 4.4.1: Darstellung der Oberflachenexpression klassischer Monozyten nach
HIV-Status.
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Oberflachenexpression intermediarer Monozyten
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Abb. 4.4.2: Darstellung der Oberflachenexpression intermediarer Monozyten

nach HIV-Status.
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Abb. 4.4.3: Darstellung der Oberflachenexpression nicht-klassischer Monozyten

nach HIV-Status.
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3.5.2. Subklinische Atherosklerose

Auf klassischen Monozyten lasst sich bei kardiovaskularer Erkrankung oder
subklinischer Atherosklerose eine signifikant hohere Expression von CD163
finden (p=0,027). Auf intermedidren Monozyten konnten keine Unterschiede in
der Expressionshohe der Marker gefunden werden. Nicht-klassische
Monozyten zeigen im Falle von kardiovaskularer Erkrankung erniedrigte
Expressionsraten von CXCR4 (p=0,028).

Oberflachenexpression klassischer Monozyten
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Abb. 4.4.4: Darstellung der Oberflachenexpression klassischer Monozyten nach
CVD-Status.
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Abb. 4.4.5: Darstellung der Oberflachenexpression intermediarer Monozyten
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Abb. 4.4.6: Darstellung der Oberflachenexpression nicht-klassischer Monozyten
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3.5.3. HIV und subklinische Atherosklerose

Unter Einbezug beider Variablen (HIV und CVD) zeigen klassische Monozyten
der HIV-CVD-Gruppe eine niedrigere CD195-Expression im Vergleich zu HIV-
CVD+ (p=0,04).

Oberflachenexpression klassischer Monozyten 4-Gruppenvergleich
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Abb. 4.4.7: Darstellung der Oberflachenexpression klassischer Monozyten nach
HIV-Status und CVD-Status.

Bei der Rezeptorausstattung intermedidrer Monozyten konnten wir keine

signifikanten Unterschiede feststellen.
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Oberflachenexpression intermediarer Monozyten 4-Gruppenvergleich
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Abb. 4.4.8: Darstellung der Oberflachenexpression intermediarer Monozyten
nach HIV-Status und CVD-Status.

Auf nicht-klassischen Monozyten hingegen zeigte sich bei HIV-CVD-
Patientinnen eine hohere Expression von CD163 im Vergleich zu HIV+CVD-
(p=0,095), die sich jedoch nicht als signifikant erwies. Ebenso wiesen
Monozyten HIV+CVD+ Probandinnen niedrigere Raten an CD11b im Vergleich
zu HIV-CVD+ (p=0,075) Frauen auf, und HIV-CVD- Frauen im Gegensatz zu
HIV+CVD+ Frauen hohere Raten an CD192. Einen signifikanten
Zusammenhang konnte man in Bezug auf die CXCR4-Expression erkennen.
HIV-CVD- Studienteilnehmerinnen wiesen im Vergleich zu allen 3 Gruppen eine

hohere Expression an CXCR4 auf (gesamt p=0,006)
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Oberflachenexpression nicht-klassischer Monozyten 4-Gruppenvergleich
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Abb. 4.4.9: Darstellung der Oberflachenexpression nicht-klassischer Monozyten

nach HIV-Status und CVD-Status.
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3.6. CXCR4-Expression auf nicht-klassischen Monozyten und subklinische
Atheroskleose bei HIV

Hervorstechend zeigte sich insgesamt die signifikant unterschiedliche

Expression des Oberflachenrezeptors CXCR4 auf nicht-klassischen Monozyten

im Vergleich der vier Gruppen.

Klassiche Intermediare Nicht-klassische

HIV+ HIV-

HIV+ HIV- HIvs HIV- P =0,006

6000 8000 4000 P =0,005
. n . o P = 0,044
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6000 . 000 P =0,064
2000

+$%@% “’”Z&%@%

4000{ o
®ce

[}
(o]
. [} U
2000 %% g0
ogle0 o
.
o -1000

cVD+

CVD- CvD+ CVD- CVD+ CVD- CVD+ CVD-  CVD+ CVD-

CXCR4 (MFI)
CXCR4 (MFI)
CXCR4 (MF1)

Abb. 4.5.1: Darstellung der CXCR4 Expression auf nicht-klassischen Monozyten
nach HIV-Status und CVD-Status.

3.6.1. Regressionsanalysen

Um die CXCR4-Expression auf nicht-klassischen Monozyten naher zu
untersuchen, fuhrten wir Regressionsanalysen durch. Wir definierten B als
Unterschied der Mittelwerte der MFI der CXCR4-Expression auf nicht-
klassischen Monozyten.

Das unangepasste Regressionsmodell (Modell 1) war definiert wie folgt:
HIV+/CVD+ vs. HIV-/CVD- [B -577 U, 95% Konfidenzintervall (-882 bis -232),
p=0,001], HIV-/CVD+ vs. HIV-/CVD- [B -412 U, 95% Konfidenzintervall (-737 bis
-87), p=0,014] und HIV+/CVD- vs. HIV-/CVD- [B -436 U, 95% Konfidenzintervall
(-761 bis -111), p=0,008]. Im Modell 1 ist p=0,006 insgesamt.

Nach Berucksichtigung der Variablen Schulabschluss, Studienzentrum und
injizierende Drogenkonsumenten, sah das angepasste Regressionsmodell
(Modell 2) wie folgt aus: HIV+/CVD+ vs. HIV-/CVD- [B -472 U, 95%
Konfidenzintervall (-782 bis -161), p=0,003], HIV-/CVD+ vs. HIV-/CVD- [ -308
U, 95% Konfidenzintervall (-645 bis 30), p=0,074] und HIV+/CVD- vs. HIV-
ICVD- [B -552 U, 95% Konfidenzintervall (-863 bis -242), p=0,001]. Im Modell 2
ist p=0,003 insgesamt.
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Der Zusammenhang zwischen CVD und CXCR4-Expression auf nicht-
klassischen Monozyten verlor folglich nicht an Starke, sondern bestatigte sich

als signifikant.

Tab. 3.4: Regressionsanalysen. Starke des Zusammenhangs zwischen niedriger
CXCR4-Expression auf nicht-klassischen Monozyten und subklinischer Atherosklerose
im unangepassten Modell 1 und nach Bericksichtigung der Variablen Schulabschluss,

Studienzentrum und injizierender Drogenkonsum (Modell 2).

Modell 1: unangepasst Modell 2: angepasst
Differenz der MFI p* Differenz der MFI p*
Mittelwerte (95% Kil) Mittelwerte (95% KIl)
HIV-/CVD- Ref. - Ref. -
HIV+/CVD- -436 (-761 bis -111) 0.009 -552 (-863 bis -242) 0.001
HIV-/CVD+ -412 (-737 bis -87) 0.014 -308 (-645 bhis 30) 0.074
HIV+/CVD+ -557 (-882 bhis -232) 0.001 -472 (-782 bis -161) 0.003
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3.6.2. VISNE-Darstellung der Daten

Mit der neuen Analysemethode ViSNE, die die anschauliche Darstellung
hochdimensionaler FACS Daten ermdglicht,”” konnte das Ergebnis unserer
Analysen visuell veranschaulicht werden.

Jeder Punkt auf einer 2D viSNE Karte stellt eine einzelne Zelle dar. Jede Farbe
im oberen Graphen stellt eine Monozyten-Population dar, basierend auf
manuellem Gating. Die unteren Graphen stellen dasselbe Zellkollektiv dar,
diesmal basiert die Farbe jedoch auf der Expressionshohe des jeweiligen
dargestellten Oberflachenproteins (rechts CD14, mittig CD16, links CXCR4).
Dabei deutet blau auf eine niedrige Expression, rot hingegen auf eine hohe

Expression hin.
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Abb. 4.5.2: ViSNE-Darstellung der Oberflachenexpression bei HIV-negativen und
CVD-negativen Probandinnen. In der oberen Darstellung stellt sich die Eingrenzung
der einzelnen Monozyten-Populationen nach manuellem Gating dar. Die unteren
Darstellungen zeigen die Expresssionshéhe von CD14, CD16 und CXCR4 in den
jeweiligen Populationen. Blau weist auf eine niedrige Expression hin, rot auf eine

starke Expression.
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Abb. 4.5.4: ViSNE-Darstellung der Oberflachenexpression bei HIV-positiven und
CVD-positiven Probandinnen. In der oberen Darstellung stellt sich die Eingrenzung
der einzelnen Monozyten-Populationen nach manuellem Gating dar. Die unteren
Darstellungen zeigen die Expresssionshéhe der von CD14, CD16 und CXCR4 in den

jeweiligen Populationen. Blau weist auf eine niedrige Expression hin, rot auf eine
starke Expression.

Betrachten wir nun die Karten der 4 Gruppen im Vergleich, ist auffallig, dass
CXCR4 bei HIV-positiven Probandinnen mit subklinischer Atherosklerose von
nicht-klassischen Monozyten deutlich schwacher exprimiert wird.
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4. Diskussion

Als zentrales Charakteristikum im Entstehungsmodell der Atherosklerose findet
sich eine UberschieBende Inflammationsreaktion, an der zahlreiche
immunkompetente Zellen beteiligt sind. Die Einwanderung proinflammatorischer
Zellen in das Entziundungsareal unterliegt einer komplexen Dynamik, die nicht
vollstandig geklart und verstanden ist. Im Blut zirkulierende Monozyten spielen
nach aktuellem Forschungsstand eine Schlisselrolle in diesem Prozess. Das
Verstandnis zugrundeliegender Pathomechanismen ist entscheidend, um
Hochrisikopatienten friihzeitig zu identifizieren und spate Komplikationen, wie
koronare Herzerkrankung und Myokardinfarkt, zu verhindern.

Als Modell zur Erforschung der Pathomechanismen und der Bedeutung
peripherer Monozyten fur die Entwicklung frihatherosklerotischer L&sionen
wahlten wir eine Kohorte HIV-positiver Patientinnen. Es ist bekannt, dass HIV-
Patienten dem besonders friihen Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen und
deren Folgeerkrankungen unterliegen.®* *" 3% Die HIV-Erkrankung ist ebenso
insbesondere gekennzeichnet durch eine friihzeitig entstehende chronische
Immunaktivierung. Es wird vermutet, dass diese Immunaktivierung, im
Zusammenspiel mit Nebenwirkungen antiretroviraler Therapien, zu dem
erhohten kardiovaskularen Risiko beitragt.®* Aufgrund dieser anhaltenden
Immunaktivierung bietet ein HIV-Patientenkollektiv gilinstige Bedingungen,
diesen Zusammenhang zu untersuchen. Es ware folglich denkbar, dass das
Verstandnis zugrundeliegender Pathomechanismen ebenso als
allgemeingtltiges Modell fur das Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen bei
nicht HIV-Infizierten dienen kann.

Wir entschieden uns, die zu vergleichenden Gruppen nach Alter, Raucherstatus
und ethnischer Zugehdrigkeit zu randomisieren, um eine Vergleichbarkeit der
vier Gruppen zu ermdglichen, da diese Parameter bewiesenermal3en als
Risikofaktoren fur Kkardiovaskuldre Erkrankungen gelten. Um weitere
Storfaktoren auszuschlieRen, pruften wir, ob sich der beobachtete

Zusammenhang unter epidemiologischen Gesichtspunkten als weiterhin
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signifikant erweist und bezogen in die statistische Auswertung die Variablen
Schulabschluss, Studienzentrum und intravendser Drogenkonsum ein.

Beim Vergleich unserer erhobenen patientenbezogenen Daten (Tabelle 3)
fielen signifikante Unterschiede in der Verteilung des Framingham Risiko
Scores auf, welcher das 10-Jahres-Risiko fir das Auftreten kardiovaskularer
Erkrankungen abschatzt. Wie zu erwarten, zeigten beide Gruppen mit
Probandinnen mit subklinischer Atherosklerose hohere Werte. Traditionelle
Risikofaktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen, die in geldufige Framingham-
Risikotabellen einflieRen, wie arterieller Hypertonus, Diabetes, Rauchen und
Hyperlipidamien, stellen auch bei HIV  wichtige Parameter zur
Risikoabschéatzung dar. Somit stellt der Framingham Risiko Score eine gute
Moglichkeit zur Abschatzung des Grundrisikos dar. Es ist jedoch unumestritten,
dass solche Modelle kein ausreichendes Mittel darstellen, um das tatséchliche
Risiko unter HIV-Patienten abzuschatzen.’® Die D:A:D (Data Collection on
Adverse Events of Anti-HIV Drugs) Studie von 2007 fand, dass der Framingham
Risiko Score das kardiovaskulare Risiko bei HIV-Patienten leicht unterschatzt.*®
Dies konnte zum einen daran liegen, dass untersuchte HIV-Patienten zum
groRten Teil junger sind als Patienten, fir die jene Scoring-Systeme
ursprunglich entwickelt wurden. Zum anderen beinhalten sie mdgliche
Auswirkungen der HIV Infektion an sich oder des Gebrauchs antiretroviraler
Therapie auf den Gefal3zustand nicht. Folglich wurden neue Scoring-Systeme
entwickelt und verbessert, die eine genauere Einschatzung unter Einbezug
weiterer Variablen versprechen. Das D:A:D Vorhersagemodell beispielsweise
beinhaltet zusatzlich Angaben zur Einnahme antiretroviraler Medikamente und
CD4-Zellzahlen.*® Friis-Mgller et al. zeigten 2013, dass dieses Modell im
Vergleich zum Framingham Risiko Score sich besser eignet, um das Risiko fur
kardiovaskulare Erkrankungen bei HIV-Patienten abzuschatzen.®

Bei beiden Gruppen HIV-positiver Patientinnen untersuchten wir ebenfalls die
Einnahmehaufigkeit von Abacavir, einem Medikament, das bei langfristiger
Einnahme mit einem erhdhten Risiko fur Herzinfarkt in Verbindung gebracht
werden konnte. Wir konnten ausschlielen, dass Unterschiede in der

Einnahmehaufigkeit vorlagen und somit einen potentiellen Einfluss auf die
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Ergebnisse hatten. Ebenso gab es keine signifikanten Unterschiede in der CD4-
Zahl der Patientinnen und der HIV-Viruslast. Es ist sinnvoll, dies
auszuschlielBen, da niedrige CD4-Zellzahlen und eine hohe Viruslast als
Risikofaktoren fur die Entwicklung kardiovaskularer Erkrankung bei HIV
Patienten gelten.*

Man ist sich schlussendlich einig, dass HIV-Patienten eine intensivierte
Risikoabschéatzung bendtigen, um mogliche kardiovaskuléare Erkrankungen in
frihen Stadien festzustellen. Diese Risikoevaluation sollte, zusatzlich zu
traditionellen Risikofaktoren und HIV-bedingten Faktoren, jedoch auch
bildgebende Untersuchungen der Gefalle beinhalten. Auf Mdglichkeiten der

bildgebenden Diagnostik wird im weiteren Verlauf der Diskussion eingegangen.

4.1.  Oberflachenexpression auf Monozyten-Populationen

Es wird vermutet, dass CX3CR1l, dem Rezeptor fur CX3CL1, eine
entscheidende Bedeutung fur die Rekrutierung von Monozyten an den Ort
inflammatorischen Geschehens zukommt.®® Der Fractalkine-Chemokinrezeptor
scheint hauptséachlich die Migration CD16+ proinflammatorischer Monozyten zu
vermitteln.®

Neben seiner Bedeutung fur die Atherosklerose scheint CX3CR1 auch bei der
HIV-Erkrankung involviert zu sein. Funktionelle Polymorphismen des Gens fur
CX3CR1 sind klinisch relevant fiir beide Pathologien.'® Veranderungen des
Gens fur CX3CR1 wurden mit einer erhdhten Suszeptibilitat fir das HI-Virus
assoziiert.>® Probanden mit jenem M280 Polymorphismus zeigten gleichzeitig
eine deutliche Verringerung kardiovaskularer Erkrankungen, was eine wichtige
Rolle des Rezeptors bei der Entwicklung atherosklerotischer Plaques vermuten
lasst.!®* Die proatherogene Rolle von CX3CR1 bestatigten Experimente an
CX3CL1” ApoE"‘ Mausen, welche nach Defekt des entsprechenden Liganden
fur CX3CR1 eine deutliche Verlangsamung der Lasionsprogression bei diesen
Méausen zeigten.’®® In unseren Untersuchungen zeigten klassische Monozyten
im Gesamtkollektiv eine signifikant niedrigere Expression des Fractalkine-
Rezeptors CX3CR1 als intermediare und nicht-klassische Monozyten. Es lie3en

sich keine signifikanten Unterschiede in der Rezeptorexpression in Bezug auf
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HIV und subklinische Atherosklerose feststellen. In Ubereinstimmung mit
unseren Ergebnissen zeigte Wong et al. die niedrigste Expression fur CX3CR1
kodierende Gene in klassischen Monozyten.””? Bei der Untersuchung
potentieller Pradiktoren fur kardiovaskulare Erkrankungen bei HIV-positiven
Patienten konnte Westhorpe et al. eine Assoziation der CX3CR1-Expression
auf CD16+ Monozyten mit der Intima-Media-Dicke nachweisen. Jene
Assoziation konnte nicht in der Kontrollgruppe HIV-negativer Probanden gezeigt
werden.'®® Dies lasst sich mit der Vermutung in Vereinbarung bringen, dass
insbesondere CD16+ Monozyten eine besondere proinflammatorische Rolle
und Bedeutung fir die Atheroprogression zukommt. Eine weitere Studie von
2013 zeigte, dass Expressionsraten von CX3CR1 mit der Progression der
Intima-Media-Dicke bei HIV-Patienten korrelieren.'® Dieses Ergebnis erscheint
plausibel, denn in Humanstudien, sowie in Mausmodellen, konnte gezeigt
werden, dass CX3CR1 fur die Aufrechterhaltung der Monozytenadhasion und
das Uberleben innerhalb des Plaques in atherosklerotisch veranderten Arterien

verantwortlich zu sein scheint.'%

Wir stellten lediglich fest, dass klassische
Monozyten insgesamt signifikant weniger CX3CR1 exprimieren als intermediare
und nicht-klassische Monozyten. Dass unsere Untersuchungen einen
Zusammenhang zwischen der CX3CR1-Expression und kardiovaskularer
Erkrankung bei HIV-Patienten nicht feststellen konnten, kdnnte zum einen
daran liegen, dass wir die Progression der Intima-Media-Dicke nicht
untersuchten, konnte aber auch zum anderen an einer unzureichend grof3en
Studienpopulation und Unterschieden in der Auswabhl der
Patientencharakteristika liegen. Weitere Untersuchungen werden notwendig

sein, um einen eventuellen Zusammenhang zu belegen.

Nach dem aktuellen Stand der Forschung nehmen der Chemokinrezeptor
CCR2 und sein Ligand MCP-1 eine zentrale Rolle in der Zellrekrutierung und
Atherogenese ein. CCR2 (CD192) zeigt in unseren Untersuchungen eine
signifikant hohere Expression auf klassischen Monozyten, gefolgt von
intermediaren und nicht-klassischen Monozyten. Dieses Ergebnis ist stimmig
mit friheren Beobachtungen® und der Vermutung, dass CCR2 insbesondere

fur die Rekrutierung klassischer Monozyten an den Ort geschadigten Endothels
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zustandig ist. CCR2-Defizienz bei Mausen fuhrt zu einer drastischen
Veranderung der Monozyten Mobilisierung. Beispielsweise fihrt sie zu einer
signifikanten Beeintrachtigung der Mobilisierung klassischer Monozyten aus
dem Knochenmark und folglich verringerten Anzahl zirkulierender klassischer
Monozyten, nicht jedoch CD16-positiver Monozyten.84 Daraus lasst sich folgern,
dass CCR2 insbesondere fir die Chemotaxis klassischer Monozyten essenziell
ist, nicht jedoch CD16-positiver Monozyten. Ebenso verdeutlichen Experimente
an CCR2-defizienten Mausen die Bedeutung des Rezeptors und seines
Liganden MCP-1 fur die Atherosklerose. Boring et al. zeigte 1998, dass bei
ApoE™ Mausen die Abwesenheit von CCR2 die Lasionsformierung signifikant
herabsetzt.?? Nicht-klassische Monozyten HIV-positiver Patientinnen zeigten in
unserer Kohorte signifikant niedrigere Raten an CCR2 als nicht-klassische
Monozyten HIV-negativer Frauen. In Ubereinstimmung mit der Studie von
Westhorpe et al. konnten wir keinen erkennbaren Zusammenhang zwischen
CCR2-Expression und subklinischer Atherosklerose bei HIV-Patienten
feststellen.'®® Ebenso konnte CCR2 nicht als moglicher Pradiktor fiir die
Atherosklerose Progression bei HIV-Patienten von Fernandez-Sender et al.

identifiziert werden.%

Insgesamt lasst sich also die klare Funktion des
Rezeptors fur klassische Monozyten erkennen, aber keine pradiktive
Aussagekraft fur die Entwicklung kardiovaskularer Erkrankungen bei HIV-

positiven Patienten.

Der Leukozytenaktivierungsmarker CD11b ist Teil des Zelladhasionmolekuls
Mac-1 (CD11b/CD18) und beteiligt an der Rekrutierung von Immunzellen an
den Ort der Entziindung.’®® Ebenso spielt das Oberflachenmolekiil eine Rolle
bei der Monozytenmigration in atherosklerotische Plagues und hohe CD11b
Spiegel wurden im Mausmodell mit Atherosklerose in Verbindung gebracht.*®®
CD11b zeigt in der gesamten Kohorte unserer Studie ein signifikant
unterschiedliches Expressionsmuster auf allen drei Monozyten-Populationen.
Die niedrigste Expression findet sich auf nicht-klassischen, gefolgt von
intermediéren und klassischen Monozyten. Dies lasst sich mit vorangegangen
Studien in Vereinbarung bringen.”? Nicht-klassische Monozyten HIV-Erkrankter

zeigen zusétzlich in unseren Untersuchungen eine niedrigere Expression als
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jene Monozyten HIV-negativer Frauen. Im Vergleich der vier Gruppen zeigt die
Gruppe HIV-Erkrankter mit subklinischer Atherosklerose knapp nicht-signifikant
niedrigere Werte auf nicht-klassischen Monozyten als die Gruppe HIV-negativer
Frauen ohne kardiovaskulare Erkrankungen (p=0,059). Westhorpe et al. fihrte
2014 eine ahnliche Studie durch und kam zu dem Schluss, dass zusatzlich zu
CX3CR1, CD11b als unabhéangiger Indikator fir subklinische Atherosklerose bei
HIV-Erkrankten dienen kann.'® Er zeigte eine inverse Korrelation des
Aktivierungsmarkers mit der Intima-Media-Dicke unabhangig von traditionellen
Risikofaktoren. Wir konnten einen Zusammenhang solcher Starke nicht
feststellen. Um diesen Zusammenhang weiterfihrend zu prifen, ware es

sinnvoll, groRere Folgestudien durchzufihren.

Die Literatur kommt zu insgesamt widersprichlichen Ergebnissen, wenn es um
die Expression von CD163 auf Monozyten geht. Mit ursachlich hierfur scheinen
vor allem Unterschiede in der Methode der Isolierung mononukleérer Zellen und
der Verwendung von Antikérpern zu sein.®” Bei der Aktivierung peripherer
Monozyten und Makrophagen kann es zu einer Ablosung der
membrangebunden Form des Rezeptors und einem Anstieg der I6slichen Form
sCD163 kommen.®® Eine Erhohung der freien Form lasst sich als Zeichen der
Monozytenaktivierung bei vielen inflammatorischen Erkrankungen, mitunter
auch HIV, feststellen.>* Ebenso konnte sCD163 mit der Atheroprogression bei
HIV-Patienten in Verbindung gebracht werden.®? 8 7 Wir konnten feststellen,
dass der Scavenger-Rezeptor CD163 von nicht-klassischen Monozyten
signifikant weniger exprimiert wird als von den anderen beiden Gruppen. Bei
subklinischer Atherosklerose kam es jedoch auf klassischen Monozyten zu
einer signifikanten Erhéhung der Expression, und bei nicht-klassischen bei HIV-
Infektion zu einer Erniedrigung. Castley et al. zeigte 2014 &hnliche Verteilungen
des Rezeptors auf den drei Populationen insgesamt, bei HIV-Infektion jedoch
eine hohere Expression von CD163 auf intermediaren und nicht-klassischen
Monozyten, wobei letzterer Unterschied nur zwischen einer Kontrollgruppe HIV-
negativer Probanden und der Gruppe HIV-positiver Probanden mit hoher
Viruslast bestand.®® Zu dhnlichen Ergebnissen kam eine Studie von 2011, die

auf intermedidren Monozyten HIV-Infizierter signifikant héhere Spiegel an
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CD163 fand.®” Diese Theorie, dass die HIV-Infektion die Aktivierung CD16+
Monozyten unterstitzt, konnten wir anhand der Messung dieses
Aktivierungsmarkers nicht belegen. Einen mdglichen Erklarungsansatz kénnten
Unterschiede in der untersuchten Kohorte bieten. Unsere Probandinnen hatten
groftenteils eine kontrollierte Viruslast (Mittelwert 15.349), wahrend unter den
mannlichen Probanden von Castley et al. im Schnitt eine héhere Viruslast zu
finden war (Mittelwert 30.905). Unsere Studie beinhaltete leider nicht die
Messung von sCD163, eine solche Messung héatte jedoch die Beobachtung,
dass CD163 bei HIV-Patienten auf nicht-klassischen Monozyten signifikant
weniger exprimiert wird, erklaren kénnen, indem es parallel zu einem Anstieg
der l6slichen Form des Rezeptors kommt. Bei Patienten mit HIV und
Atherosklerose fanden wir ebenfalls eine Erniedrigung des Rezeptors, welche
jedoch nicht signifikant war. Die Aussagekraft dieses Ergebnisses ist somit

unklar und bedarf weiterer Untersuchungen.

CD36, als Rezeptor fur oxidiertes LDL, Ubernimmt eine entscheidende Rolle bei
der zellularen Aufnahme und Metabolisierung von Lipiden und somit ebenso bei
der Entstehung atherosklerotischer L&sionen. In experimentellen Studien
zeigten CD36-defiziente Mause ein deutlich reduziertes Auftreten
atherosklerotischer Plaques.'®® Moore et al. zeigte im Gegensatz dazu jedoch,
dass bei CD36-defizienten M&ausen dennoch eine alternative und teils
schwerwiegendere Form der Schaumzellbildung stattfinden kann und somit
etablierte Paradigmen uberdacht werden missen.’®’ Bei Patienten konnte
gezeigt werden, dass, im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe, eine
angeborene CD36-Defizienz einhergeht mit Dyslipidamie und eingeschrankter
Glukosetoleranz, ebenso wie einer erhdhten Morbiditat koronarer
Herzerkrankungen.®* In einer Kohorte HIV-positiver Patienten wurde eine
erhohte Expression von CD36 auf zirkulierenden Monozyten gezeigt, welche
jedoch nicht direkt mit Messungen subklinischer Atherosklerose in Verbindung
gebracht wurde.'® Die Studie unterschied ebenso wenig zwischen einzelnen
Monozyten-Populationen. Untersuchungen bei 67 Patienten mit rheumatoider

Arthritis zeigten hingegen, dass erniedrigte Expressionsraten von CD36 auf
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mononukledren Zellen aus peripherem Blut mit subklinischer Atherosklerose
assoziiert sind und mit der Hohe proinflammatorischer Zytokine im Serum
korrelieren.'® Unsere Ergebnisse zeigten, dass nicht-klassische Monozyten
signifikant weniger CD36 exprimieren. Beim Vorkommen subklinischer
Atherosklerose gab es keinen signifikanten Unterschied in der
Expressionshohe, bei HIV-positiven Frauen zeigten nicht-klassische Monozyten
jedoch niedrigere Raten an CD36. Interessanterweise zeigte Boyer et al. 2007,
dass die Oberflachenexpression von CD36, aber auch mRNA Level, durch
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) moduliert werden kann.*° Das Zytokin ist an
zahlreichen Entzindungsprozessen, wie Atherosklerose und
Autoimmunreaktionen, wie rheumatoider Arthritis, beteiligt. Boyer zeigte, dass
eine Herunterregulation des Oberflachenmolekiils CD36 auf peripheren
mononuklearen Zellen in der Gegenwart von TNF-a stattfindet und eine
Zunahme der Expressionshéhe nach Gabe des TNF-a Blockers Adalimumab.**
Schon frihe Studien haben erkannt, dass TNF-a involviert ist in die virale
Replikation und Pathogenese der HIV-Infektion. In einer prospektiven
Kohortenstudie von 2015 wurde eine vermehrte Tumornekrosefaktor-a
Produktion bei HIV-Erkrankten unter antiretroviraler Therapie gefunden, welche
im Laufe der Krankheitsprogression zunimmt.''* Diese Beobachtung koénnte
unser Ergebnis erklaren, dass HIV zu einer Herunterregulation der CD36-
Expression auf Monozyten fuhrt. Es wére denkbar, dass fur den Nachweis
eines ebenso signifikanten Zusammenhangs mit der Entwicklung
kardiovaskularer Erkrankung eine fortgeschrittene Krankheitsaktivitat noétig

ware.

Der Chemokinrezeptor CCR5 wurde urspriinglich bekannt als Korezeptor fr
das HI-Virus bei der Infektion von Makrophagen.'> Ohne CCR5 auf der
Zelloberflache ist es insbesondere R5 HIV-1 (M-tropisch), dem am haufigsten
vorkommenden Stamm, nicht mdglich, an Makrophagen oder andere CCR5-
exprimierende Zellen anzudocken und diese zu infizieren.® Beweisend hierfiir
ist die naturlich vorkommende Mutation des CCR5 Gens. Homozygote
CCRb5A32-Mutationstrager zeigen eine Resistenz gegen den entsprechenden

Stamm.?® Diesen Effekt macht sich in der HIV-Therapie die Behandlung mit
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dem selektiven Entry-Inhibitor Maraviroc zunutze.**? Nicht effektiv zeigt sich die
Therapie bei sogenannten T-Zell-tropischen (X4) Stammen, die CXCR4 als
Korezeptor verwenden.®

Weitere Untersuchungen von Patienten mit dem CCR5A32-Allel zeigten eine
reduzierte Anfalligkeit fur koronare Herzerkrankung und einen Schutz vor
Myokardinfarkt.**? Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass die kombinierte
Hemmung von CCL2, CX3CR1 und CCR5 das Auftreten von Atherosklerose
bei ApoE™ Mausen verhindern kann.?

Hsu et al. fanden 2016 eine Assoziation der Expression von CCR5 auf
Monozyten mit dem Auftreten kardiovaskularer Erkrankungen bei HIV-

113 Weitere Studien von 2013 lassen vermuten, dass CCR5 eine

Patienten.
mogliche Vorhersagekraft fur die Atherosklerose Entwicklung bei HIV-Patienten
besitzt.'® Es wird daher von Interesse sein, zu evaluieren, ob zugelassene
CCRS5 Inhibitoren, wie Maraviroc, sich ebenfalls positiv auf das kardiovaskulare
Risiko auswirken.

Bei CCR5 konnten wir in unserer Untersuchungsserie auf nicht-klassischen
Monozyten eine signifikant niedrigere Expression finden, im Vergleich zu
klassischen und intermediaren Monozyten, welche einen &hnlichen Phanotyp
zeigten. Unter Einbezug beider Variablen (HIV und CVD) zeigten klassische
Monozyten der Kontrollgruppe (HIV-CVD-) eine knapp signifikant niedrigere
CCRb5-Expression im Vergleich zu HIV-CVD+ Probandinnen. Diese
Beobachtung bestatigt, dass dem Chemokinrezeptor CCR5 eine entscheidende

Rolle in der Entwicklung atherosklerotischer Lasionen zukommt.

4.2. Haufigkeit der Monozyten-Populationen bei HIV und subklinischer
Atherosklerose

Da Monozyten eine zentrale Rolle bei der Entwicklung atherosklerotischer

Lasionen spielen, konzentrieren sich zahlreiche Studien auf die Untersuchung

moglicher Unterschiede in der Auspragung der einzelnen Subpopulationen.

Die Vermutung einer proinflammatorischen Bedeutung CD16+ Monozyten stutzt

sich mitunter auf Untersuchungen zu deren Vorkommen bei kardiovaskularen

Erkrankungen.>® Studien an Patienten mit koronarer Herzerkrankung zeigten
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einen deutlichen Zusammenhang zwischen der Haufigkeit CD16+ Monozyten
und koronarer Herzerkrankung.®® Ebenso konnte ein Zusammenhang mit der
Starke der KHK festgestellt werden.!** Rogacev et al. zeigte eine Assoziation
zwischen der Haufigkeit intermediarer Monozyten und dem Auftreten
kardiovaskularer Ereignisse, wie kardiovaskularem Tod, akutem Myokardinfarkt
und ischamischem Schlaganfall.”

Wir konnten bei HIV-positiven Probandinnen mit subklinischer Atherosklerose
keinen signifikanten Unterschied in der Verteilung klassischer, intermediarer
und nicht-klassischer Monozyten, sowie CD16+ und CD16- Monozyten, im
Vergleich zu HIV-negativen Frauen ohne kardiovaskulare Erkrankung
feststellen. Man kénnte somit annehmen, dass Veranderungen der Haufigkeit
der Monozyten-Populationen sich als Marker fir fortgeschrittene
kardiovaskulare Erkrankung eignen, nicht aber fur eine subklinische
Atherosklerose.

Ebenso konnte Longenecker et al. keinen Zusammenhang zwischen der
Haufigkeit einzelner Monozyten-Populationen und der Intima-Media-Dicke bei
HIV-Positiven feststellen.**®> Allerdings untersuchten Longenecker et al., sowie
auch wir in unserer Studie, grof3tenteils Probanden unter antiretroviraler
Therapie und mit niedriger Viruslast. In Bezug auf die HIV-Erkrankung an sich
zeigten Studien von Castley et al. nur bei einer hohen Viruslast signifikante
Unterschiede in der Verteilung der Populationen. So zeigten Patienten mit einer
hohen Viruslast signifikant mehr intermediare und signifikant erniedrigte
klassische Monozyten.?° Es ware also denkbar, dass Veranderungen in der
Verteilung der Monozyten-Populationen bei HIV  nur bei hoher
Krankheitsaktivitat transparent sind.

Baker et al. zeigte hingegen in einer prospektiven Studie von 2014 mit 436 HIV-
positiven Teilnehmern eine Assoziation zwischen der Anzahl CD16+ Monozyten
und der Progression koronarer Kalzifizierung (CAC).**® Die CAC und IMT sind
beides anerkannte nicht-invasive bildgebende Methoden, die zusatzlich zu
traditionellen  Risikoeinschatzungen  angewendet werden, um die
Wahrscheinlichkeit kardiovaskularer Erkrankungen abzuschatzen. Zahlreiche

Studien bestétigen, dass die IMT-Bestimmung, sowie CAC-Scans eine positive
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Vorhersagekraft fiir kardiovaskulare Erkrankungen besitzen.'’” Nicht einig ist
man sich, welcher Marker die grol3ere Vorhersagekraft besitzt. Wahrend eine
prospektive Studie asymptomatischer Probanden von Folsom et al. von 2008
und weitere Meta-Analysen zeigten, dass CAC-Scores Kkoronare
Herzerkrankung und kardiovaskulare Erkrankungen insgesamt besser
anzeigen, zeigte sich die Intima-Media-Dicke als besserer Pradiktor fur
Schlaganfall.**” Dem entgegen steht eine kleine prospektive Studie mit dlterem
Patientenkollektiv, in der sich CAC und IMT mit vergleichbarer Vorhersagekraft
fur  koronare  Herzerkrankung und  kardiovaskulare  Erkrankungen
prasentierten.’® Man konnte somit annehmen, dass die Intima-Media-Dicke
sich besser eignet fur die Abschatzung des kardiovaskularen Risikos im Alter,
wéahrend die CAC den besseren Pradiktor fur eine Kohorte junger
asymptomatischer Patienten darstellt. Es sollte folglich Uberdacht werden, ob
die Messung der Intima-Media-Dicke in unserer Studie den geeigneten
Surrogat-Marker darstellt, und eventuell ein Zusammenhang zwischen
subklinischer Atherosklerose und der Anzahl CD16+ Monozyten verdeckt blieb.
Zusammenfassend bieten sich als Erklarungsansatze fir den nicht
nachweisbaren Zusammenhang zwischen der Haufigkeit der Monozyten-
Populationen und subklinischer Atherosklerose HIV-infizierter Frauen: die
niedrige HIV-Krankheitsaktivitat der Kohorte, das frihe Stadium der
kardiovaskularen Erkrankung oder die diskutable Auswahl der Intima-Media-

Dicke als Surrogat-Marker.

4.3. CXCR4 und subklinische Atherosklerose bei HIV-Patienten

Der Chemokinrezeptor CXCR4 wird von einer Vielzahl von Zellen exprimiert.
Als G-Protein gekoppelter Rezeptor l6st die Bindung seines Hauptliganden
CXCL12, aber auch MIF, eine intrazellulare Signalkaskade aus.'*® Es wurde
gezeigt, dass die Aktivierung von MAPK- und PI3K-Signaltransduktionswegen
in Gange gesetzt wird, ebenso wie die Mobilisierung von intrazellularem
Kalzium mittels Aktivierung der Phospholipase C. Aul3erdem kann eine [3-
Arrestin Rekrutierung, und folgende Endozytose des G-Protein-gekoppelten

Rezeptors stattfinden.'?® Neben seiner zentralen Bedeutung fiir die Regulierung
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der Mobilisierung von Stammes- und Progenitorzellen in das periphere Blut wird
die Rolle von CXCR4 und seinem Liganden CXCL12 (SDF-1) fur die
Atheroprogression kontrovers diskutiert. Nach Myokardinfarkt, einer der
haufigsten Komplikationen kardiovaskularer Erkrankungen, fuhrte in Studien die
direkte Injektion von CXCL12 zur Reduktion der InfarktgroRe.’* Die
Rekrutierung von Progenitorzellen an den Ort der Schadigung, in diesem Falle
das Myokard, scheint essenziell fir diese Entwicklung zu sein.'?® Es ist
bekannt, dass der Mechanismus einer Hochregulierung von CXCL12 und
CXCR4 Hypoxie bedingt ist.'** Mause, denen CXCL12 injiziert wurde,
entwickelten zudem stabilere Plaques, die einen geringeres Risiko fur eine
Plaqueruptur mit sich bringen.*?? Dies kénnten insgesamt Hinweise darauf sein,
dass die CXCR4-vermittelte Rekrutierung von Progenitorzellen in
atherosklerotische Lasionen sich atheroprotektiv auswirkt. In der Klinik findet
die Modulierung der CXCR4/CXCL12-Achse bereits durch Gabe von M-CSF
(macrophage colony-stimulating factor) und folglicher Mobilisierung von
Stammzellen aus dem Knochenmark Anwendung. CXCL12 und CXCR4 werden
jedoch von einer Vielzahl von Zelltypen exprimiert und genaue zellspezifische
Aufgaben mussen noch geklart werden. In Makrophagen beispielsweise, spielt
CXCR4 eine Rolle bei der Makropinozytose, und so wird schlussendlich eine
relevante Bedeutung fur die Aufnahme von oxidiertem LDL und die Entstehung
von Schaumzellen vermutet.'’® Die Behandlung mit dem CXCR4-Inhibitor
AMD3100 fihrte im Mausmodell zu vermehrten atherosklerotischen
Lasionsgebieten durch verstarkte Mobilisierung Neutrophiler.**® Auch in
Humanstudien gibt es viele Hinweise auf eine Bedeutung des Rezeptors und
seines Liganden fir die Atherogenese. Interessanterweise, ergaben
genomweite Assoziationsstudien, dass CXCL12 mdglicherweise ein wichtiges
Kandidatengen fiir die Entwicklung kardiovaskularer Erkrankung darstellt.**?
Angina pectoris Patienten zeigten niedrigere Plasmalevel von CXCL12 und
erniedrigte Expressionsraten von CXCR4 auf peripheren mononuklearen
Zellen, hinweisend wieder auf einen atheroprotektiven Effekt.®* Eine weitere
Studie mit Angina pectoris Patienten hingegen zeigte eine signifikant hohere

Expression von an Plattchen-gebundenem CXCL12 auf Patienten mit akutem
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Koronarsyndrom im Vergleich zu stabiler Angina pectoris und eine positive
Korrelation der CXCL12-Expression mit der Anzahl zirkulierender endothelialer
Progenitorzellen. Ebenso Kkorrelierten Plasma CXCL12-Level mit der
Plattchenaktivierung, was fur eine eher atherogene Rolle von CXCL12

spricht.*?®

Immunhistochemische Farbungen atherosklerotischer Lasionen
zeigten erhdhte Expressionsraten von CXCL12 im Vergleich zu gesunden
GefaRen.'” Dieser hervorstechende Konflikt Iasst sich insofern erklaren, dass
proinflammtorische Zellen, sowie auch Progenitorzellen, beide CXCR4-positiv
sind und mithilfe der gleichen Mechanismen rekrutiert werden.*?” Auch wenn
klinische Studien zu einem grof3en Teil widersprichlich erscheinen, ist es doch
eindeutig, dass CXCR4 und CXCL12 eine entscheidende Rolle fur die
Entstehung atherosklerotischer L&sionen und kardiovaskularer Erkrankungen
spielen.

In unserer Studie konnten wir einen deutlichen Zusammenhang zwischen
erniedrigter CXCR4 Expression auf nicht-klassischen Monozyten und
subklinischer  Atherosklerose bei HIV-Patientinnen feststellen. Dieser
Zusammenhang zeigte sich ebenfalls unter Einbezug moglicher Storfaktoren,
wie Schulabschluss, injizierender Drogenkonsum und Studienzentrum, in
Regressionsanalysen als signifikant. Der Zusammenhang war ebenso
reproduzierbar, wenn jeweils nur eine Variable HIV+ vs. HIV- und CVD+ vs.
CVD-verglichen wurde. Die niedrige Expression von CXCR4 auf nicht-
klassischen Monozyten von HIV-Patienten mit kardiovaskularer Erkrankung
kbnnte somit einen ungunstigen Phénotyp darstellen und die Funktion
genannter Monozyten beeintrachtigen. Um herauszufinden, ob der
vorgeschlagene Marker CXCR4 pradiktiv fur die Entwicklung subklinischer
Atherosklerose ist, wird es notig sein, weitere prospektive longitudinale Studien
durchzuftihren. Ein solcher Marker mit winschenswerter Vorhersagekraft ware
jedoch von immenser Bedeutung fur die Friherkennung und Behandlung von

kardiovaskularen Erkrankungen bei HIV-Erkrankten.
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4.4. Limitationen

Unsere Kohorte beschrankte sich auf die Untersuchung von 92 Patientinnen mit
oder ohne HIV-Infektion und Zeichen subklinischer Atherosklerose. Von der
Studie ausgeschlossen waren Patientinnen mit manifester kardiovaskularer
Erkrankung und nicht-kontrollierter Viruslast. Diese engen Einschlusskriterien
erwiesen sich als Vorteil, da wir uns darauf fokussierten, friihe Pradiktoren fur
kardiovaskulare Erkrankungen bei HIV-Patienten zu identifizieren, welche
insbesondere eine kontrollierte Viruslast aufweisen. Diese Patienten mit
niedriger Viruslast stellen namlich die Mehrheit der Patienten in
Industrienationen mit hohen Gesundheitsstandards dar. Ebenso ergeben sich
hierdurch aber auch Grenzen in der Ubertragbarkeit, beispielsweise auf Lander
mit nicht vergleichbarer Gesundheitsversorgung. Als Surrogat-Parameter
verwendeten wir die Intima-Media-Dicke statt klinischer Endpunkte. Ein
Surrogat-Parameter stellt eine einfache und schnelle Methode dar, klinische
Endpunkte vorherzusagen, sicherlich sind jedoch, wenn mdglich, klinische
Endpunkte vorzuziehen, um Trugschlisse zu verhindern. Die Charakterisierung
der Monozyten-Populationen und Messung von Oberflachenmarkern fand
lediglich bei einem einzigen Studienbesuch statt. Es handelt sich hierbei also
folglich eher um eine beobachtende und hypothesengenerierende
Querschnittsstudie. Es ware interessant, zu untersuchen, ob die Ergebnisse
sich auf mannliche Probanden ubertragen lassen und was fir einer Dynamik
die Expression der Oberflachenmarker in prospektiven Longitudinalstudien
unterliegt. Um die hier gemachten Beobachtungen zu belegen wird es von
Noten sein, weitere umfangreiche longitudinale Studien, mit vorzugsweise
klinischen Endpunkten, durchzufihren, um ebenso mdgliche zugrundeliegende

kausale Zusammenhange und Pathomechanismen zu kléren.
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5. Zusammenfassung

Weltweit sind 34 Millionen Menschen mit dem HI-Virus infiziert. HIV-infizierte
Patienten tragen, trotz antiretroviraler Therapie und unabhangig vom
Immunstatus, ein erhohtes Risiko fur die Entwicklung kardiovaskularer
atherosklerotischer Erkrankungen. Nach jahrelang asymptomatischen Verlauf
fuhrt die Atherosklerose bei HIV-Patienten héaufig vorzeitig zu einer
Funktionseinschrankung des Herzen oder einem Myokardinfarkt. Die HIV-
Infektion fuhrt zur chronischen Immunaktivierung, welche im Zusammenspiel
mit  Nebenwirkungen  antiretroviraler ~ Therapien und traditionellen
kardiovaskularen Risikofaktoren zu einem erhohten kardiovaskularen Risiko
beitrégt. Eine Schlisselrolle bei der Entstehung und Progression bis hin zur
Ruptur atherosklerotischer Lasionen spielen nach aktuellem Kenntnisstand eine
Vielzahl  inflammatorischer  Zellen. Dennoch  sind die genauen
zugrundeliegenden Mechanismen nicht hinreichend geklart. Monozyten spielen
eine zentrale Rolle in diesem multifaktoriellen Inflammationsgeschehen, und die
Untersuchung des Beitrages einzelner Subpopulationen stellt ein aktuelles Ziel
der Forschung dar.

Basierend auf einer groRen HIV-Studienkohorte (Women’s Interagency HIV
Study) untersuchten wir die Oberflachenexpression auf Monozyten von 92
Patientinnen, die Intima-Media-Dicke Messungen erhalten hatten, um das
kardiovaskulare Risiko abzuschatzen. Alle Patientinnen waren frei von
symptomatischen kardiovaskularen Erkrankungen. Ziel der Studie war es, neue
Biomarker ausfindig zu machen, die eine intensivierte und verbesserte
frihzeitige Risikoabklarung fur asymptomatische Atherosklerose bei HIV-
Infizierten ermoéglichen.

Wir untersuchten Unterschiede in der Verteilung der Haufigkeit von drei
Monozyten-Populationen. Es zeigte sich jedoch, dass in unserer Kohorte mit
relativ.  niedriger  HIV-Krankheitsaktivitdt und lediglich  subklinischer
Atherosklerose keine Unterschiede in der Verteilung klassischer, intermediarer

und nicht-klassischer Monozyten vorliegen.

76



Wir konnten allerdings beobachten, dass insbesondere nicht-klassische
Monozyten HIV-infizierter Frauen mit asymptomatischer Atherosklerose einen
veranderten Phanotyp aufweisen. Diese Zellpopulation zeigte, unabhéngig von
traditionellen kardiovaskularen Risikofaktoren, eine signifikant erniedrigte
Expression des Oberflachenrezeptors CXCR4, welcher in zahlreichen Studien
mit kardiovaskularen Erkrankungen in Verbindung gebracht wurde. Es wird
daher von Interesse sein, in groBeren Folgestudien zu prifen, ob dieses
Ergebnis reproduzierbar ist. Es wére winschenswert, einen solchen Biomarker
mit entsprechender Vorhersagekraft, zusatzlich zu traditionellen und HIV-
bedingten Risikofaktoren und bildgebenden Untersuchungen, in ein
Friherkennungsmodell fur kardiovaskulare Erkrankungen bei HIV-Patienten zu
integrieren. Zusatzlich ware es interessant, zugrundeliegende
Pathomechanismen und das Zusammenspiel des Chemokinrezeptors mit
seinen entsprechenden Liganden zu untersuchen. Das Verstandnis dieser
Mechanismen konnte als potentiell allgemeingiltiges Modell fir die
Pathogenese atherosklerotischer Erkrankung auch bei nicht HIV-infizierten
Patienten dienen.
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