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Abstract

Introduction: Chronic immune activation is a hallmark of HIV infection. It is the best predictor
of disease progression and contributes to overall increased morbidity and mortality. Intestinal
barrier damage promotes microbial translocation und consequently immune activation. Intestinal
macrophages are important for limiting microbial translocation. However, monocytes and
macrophages are affected in HIV-infected persons. They show an inflammatory phenotype and
produce an increased amount of inflammatory cytokines. Regulatory T cells (Treg) can induce an
anti-inflammatory differentiation of monocytes. It is unclear, if they maintain this regulatory

function in HIV infection.

Methods: Magnetic cell sorting was used to isolate CD14" monocytes, CD4°CD25" Treg and
CD4°CD25 effector T Cells (Teff) from the blood of healthy controls and treatment-naive or
cART-treated HIV-infected patients. Monocytes were cocultered with autologous Treg or Teff.
Using flow cytometry, monocytes were analysed phenotypically and supernatant cytokine
concentration was assessed. Phagocytic capacity of cocultured monocytes, monocytes from the

blood and duodenal macrophages was analyzed.

Results: The data indicates that Treg lose their ability to induce an anti-inflammatory
differentiation of monocytes in HIV infection. Their regulatory capacity is only partially restored
with cART. Phagocytic capacity of blood monocytes decreases in HIV infection but normalises
with cART. Intestinal macrophages show a decrased phagocytic capacity. Treg have no affect on
the phagocytic capacity of monocytes. Treg induce a stronger anti-inflammatory differentiation

of monocytes in healthy men compared to healthy women.

Conclusion: This study is the first to show the inability of Treg to induce an anti-inflammatory
differentiation of monocytes in HIV infection. The loss of their regulatory function is only
partially restored with cART and might contribute to the chronic immune activation in HIV

infection.



Zusammenfassung

Einleitung: Die chronische systemische Immunaktivierung ist charakteristisch fiir eine HIV-
Infektion. Sie stellt den derzeit wichtigsten Marker fiir einen Krankheitsfortschritt dar und trégt
zu der auch unter der Behandlung mit cART erhohten Morbiditdt und Mortalitdt bei. Durch eine
Schiadigung der intestinalen Barriere kommt es zu einer mikrobiellen Translokation, welche die
Immunaktivierung begiinstigt. Intestinale Makrophagen kénnen die mikrobielle Translokation
normalerweise begrenzen. Allerdings zeigen Monozyten und Makrophagen in der HIV-Infektion
vermehrt einen pro-inflammatorischen Phédnotyp, eine verminderte Phagozytosefihigkeit und ein
pro-inflammatorisches Zytokinprofil. Regulatorische T-Zellen (Treg) konnen eine anti-
inflammatorische Differenzierung von Monozyten induzieren. Es ist bisher nicht verstanden, ob

Treg auch in der HIV-Infektion ihren regulatorischen Einfluss auf Monozyten ausiiben kdnnen.

Methodik: Durch magnetische Zellseparation wurden CD14" Monozyten, CD4°'CD25" Treg und
CD4°CD25 Effektor T-Zellen (Teff) aus dem Blut HIV-seronegativer gesunder Kontrollen sowie
naiver und mit cART behandelter HIV-seropositiver Patienten isoliert. Die Monozyten wurden
zusammen mit autologen Treg bzw. Teftf kultiviert. AnschlieBend wurden die Monozyten
phédnotypisch sowie Zytokine im Zellkulturiiberstand durchflusszytometrisch untersucht. Es
erfolgten Phagozytosetests mit kokultivierten Monozyten, Monozyten aus dem Blut und

duodenalen Makrophagen.

Ergebnisse: Die erhobenen Daten deuten darauthin, dass Treg die Féhigkeit einen anti-
inflammatorischen Phénotyp und Zytokinprofil bei Monozyten zu induzieren in der HIV-
Infektion verlieren und sich auch unter der Behandlung mit cART nur eine teilweise
Wiederherstellung zeigt. Monozyten und Makrophagen von naiven HIV-seropositiven Patienten
zeigten eine verminderte Phagozytosefihigkeit. Diese konnte durch Treg nicht beeinflusst
werden. Treg bewirkten bei Monozyten von gesunden méinnlichen Probanden eine stérkere anti-

inflammatorische Differenzierung im Vergleich zu gesunden weiblichen Probanden.

Schlussfolgerung: In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals eine Storung in der Treg-
vermittelten Regulation der Monozytendifferenzierung in der HIV-Infektion gezeigt werden.

Wiéhrend Treg bei Monozyten von gesunden Kontrollen eine anti-inflammatorische



Differenzierung induzieren kdnnen, verlieren sie diese Fahigkeit in der HIV-Infektion und
konnen sie unter der Behandlung mit cART nur teilweise wiedererlangen. Dieser

Regulationsdefekt kann zu der systemischen Immunaktivierung in der HIV-Infektion beitragen.



Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

AIDS aquired immunodeficiency syndrome, erworbenes Immunschwiche-
syndrom

APC Allophycocyanin

BSA bovine serum albumin, Rinderserumalbumin

cART combined antiretroviral therapy, antiretrovirale Kombinationstherapie

°C Grad Celsius

CBA cytometric bead array

CD cluster of differentiation, CD-Marker

CO, Kohlenstoffdioxid

CCR CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor

CXCR CXC-Motiv-Chemokinrezeptor

DAPI 4',6-Diamidin-2-phenylindol

DNA desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

et al. und andere

FACS fluorescence activated cell sorting, Durchflusszytometrie

Fc Fragment crystallizable

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FKS fetales Kélberserum

FOXP3 Forkhead-Box-Protein P3

g Erdbeschleunigung

HIV human immodeficiency virus, Humanes Immundefizienz- Virus

HLA human leukocyte antigen, Humanes Leukozytenantigen

IFN Interferon

Ig Immunglobulin

IL Interleukin

Kap. Kapitel

LPL Lamina propria Lymphozyten

LPS Lipopolysaccharid

m ménnlich

mAb monoclonal antibodies, monoklonale Antikorper

ml Milliliter

MACS magnetic cell separation, magnetische Zellseparation

MFI mittlere Fluoreszenzintensitét

NK-Zellen natiirliche Killerzellen

PBMC peripheral blood mononuclear cells, mononukldre Blutzellen

PBS phosphate buffered saline, Phosphatpuffer

PE Phycoerythrin

PFA Paraformaldehyd

PerCP Peridinin-Chlorophyll-Proteinkomplex

sCD14 soluble CD14, 16sliches CD14

Tab. Tabelle

TNF Tumornekrosefaktor

Treg regulative T-Zellen

Teff Eftektor T-Zellen



u.W.
Vol.

v/v
w/v

z.B.

und weitere

Volumen

Volumen pro Volumen
Gewicht pro Volumen
weiblich

zum Beispiel

Mikro

10



1. Einleitung

1.1 Das Humane Immundefizienz-Virus

Das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) wurde erstmals im Jahr 1983 beschrieben (1). Es
kann tiber Korperfliissigkeiten wie Blut oder Sperma von Mensch zu Mensch iibertragen werden,
meist im Rahmen von sexuellen Kontakten oder durch kontaminierte Nadeln bei intravendsem
Drogengebrauch. Es werden zwei verschiedene Typen des Virus unterschieden. Wihrend sich
HIV Typ 1 (HIV-1) pandemisch ausgebreitet und viele Millionen Leben gefordert hat, kommt
HIV-2 primér in Westafrika vor und zeigt einen giinstigeren klinischen Verlauf.

Der typische Krankheitsverlauf einer HIV-Infektion beginnt mit einer starken, besonders
intestinalen, CD4"-T-Zell-Depletion und Anstieg der Plasma-Viruslast, der freien Viren im Blut.
Nach einigen Wochen kommt es zu einem partiellen Wiederanstieg der CD4"-T-Zellen im Blut
und einem Absinken der Plasma-Viruslast. Uber mehrere Jahre besteht nun eine
asymptomatische chronische Phase, die schlieflich in eine symptomatische Phase und das
erworbene Immunschwichesyndrom (englisch: AIDS, aquired immunodeficiency syndrome)
iibergeht. Dieses ist durch das Auftreten opportunistischer Infektionen und maligner
Erkrankungen gekennzeichnet.

Eine antivirale Immunitét ist zwar bei den meisten HI'V-seropositiven Personen in Form von z.B.
spezifischen zytotoxischen CD8"-T-Zellen und HIV-spezifischen Antikdrpern nachweisbar. Die
langfristige Kontrolle bzw. die Eradikation des Virus gelingt dem Immunsystem jedoch nicht.
Wihrend in den ersten Jahren nach Entdeckung des HI-Virus ein positiver HIV-Test eine in der
Regel infauste Prognose bedeutete, haben sich die Behandlungsmoglichkeiten in den letzten
Jahren deutlich verbessert. Mit Hilfe der antiretroviralen Kombinationstherapie (cART) konnte
die Lebenserwartung deutlich gesteigert (2) und die Ansteckungsgefahr reduziert werden (3).
Die Patienten leiden jedoch weiterhin unter den Folgen der Infektion. Diese bestehen
mittlerweile weniger in opportunistischen Infektionen sondern v.a. in HIV-assoziierten
neurokognitiven Defiziten und kardiovaskuldren sowie malignen Tumorerkrankungen nach

langjéhriger Infektion (4-8).
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1.2 Pathogenese der HIV-Infektion
1.2.1 Infektion durch HIV

Als Retrovirus nutzt HIV zur Vermehrung CD4"-T-Helferzellen, kann aber auch z.B. Monozyten
oder dendritische Zellen infizieren. Das Oberflichenmolekiil CD4 dient hierbei als Rezeptor fiir
das Virus. Zusitzlich wird von dem Virus ein Korezeptor genutzt, dabei handelt es sich um eines
der Oberflichenmolekiile CCRS5 und CXCR4 (9). Sowohl durch die infektionsbedingten
zytopathischen Effekte als auch durch aktivierungsinduzierte Apoptose und die Funktion von
zytotoxischen T-Zellen kommt es zum Absterben von CD4"-T-Helferzellen und somit zu einer
progressiven Abnahme der CD4"-T-Zellzahl.

Mehr als die Hilfte aller CD4"-T-Helferzellen des Korpers befinden sich im Gastrointestinaltrakt
(10), der deshalb den Hauptangriffsort fiir HIV darstellt (11, 12). Bereits in den ersten Wochen
nach einer Infektion mit HIV kommt es zu einer massiven Depletion von CD4"-T-Zellen im
Darm (12, 13) und zu einer Schidigung der intestinalen Barriere (10, 14). Dieser CD4"-T-
Zellverlust im Darm erfolgt lange bevor dhnliche Verdnderungen im Blut oder in den peripheren
Lymphknoten beobachtet werden konnen (13) und das Ausmal} der intestinalen CD4"-T-Zell
Depletion beeinflusst die Progression zum Krankheitsstadium AIDS (15).

1.2.2 Chronische systemische Inmunaktivierung im Rahmen der HIV-Infektion

Ein wichtiger Parameter des Krankheitsfortschritts einer HIV-Infektion ist die systemische
Uberaktivierung des Immunsystems, welche ein Fortschreiten der Erkrankung besser anzeigt als
die Viruslast im Plasma (16, 17). Auch unter cART ist eine anhaltende Immunaktivierung mit
einer erhohten Morbiditdt und Mortalitét assoziiert (5, 18).

Die Immunaktivierung ist gekennzeichnet durch eine polyklonale B-Zellaktivierung, eine
erhohte inflammatorische Aktivitit von T-Zellen und Monozyten sowie, damit einhergehend,
einer erhohten Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine und Chemokine (19). Aktivierte
CD4"-T-Helferzellen haben eine deutlich verkiirzte Lebensdauer, sodass die chronische
Immunaktivierung zum kontinuierlichen Verlust der CD4"-T-Zellen beitrégt.

Ein serologischer Parameter der Immunaktivierung ist z.B. 16sliches CD14 (sCD14) (10, 17).
CD14 wird auf der Oberfliche von Monozyten und Makrophagen exprimiert und kann von
aktivierten Monozyten in 16slicher Form als sCD14 freigesetzt werden (17). Als Rezeptor fiir
bakterielle Bestandteile, wie z.B. Lipopolysaccharide (LPS), spielt CD14 eine wichtige Rolle fiir

die Erkennung und Abwehr von Pathogenen. In HIV-infizierten Personen, auch unter cART,
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weisen erhohte sCD14-Plasmaspiegel auf eine bakteriell induzierte inflammatorische Aktivitét
von Monozyten hin (17).

Der andauernde Entziindungszustand kann zu Schiden an Blutgefilen fithren und somit
kardiovaskuldre Erkrankungen begiinstigen (20, 21). Es wird deshalb angenommen, dass die
chronische Immunaktivierung eine wichtige Rolle fiir die erhohte Inzidenz kardiovaskulédrer

Erkrankungen bei HIV-seropositiven Patienten, auch unter cART, spielt.

1.2.3 Ursachen fiir die chronische Immunaktivierung in der HIV-Infektion

Die Ursachen fiir die Entstehung der chronischen Uberaktivierung des Immunsystems sind bis
heute nicht vollstindig verstanden. Eine mogliche Ursache ist die Aktivierung des
Immunsystems durch das Virus. Weiterhin wurde eine Stérung der Homdostasis von T-Zellen als
mogliche Ursache fiir die Immunaktivierung beschrieben (22).

Als ein anderer wichtiger Ausloser der systemischen Immunaktivierung gilt die Beeintrdchtigung
der intestinalen Barrierefunktion, in deren Folge vermehrt mikrobielle Produkte aus dem
Darmlumen in die Zirkulation gelangen und inflammatorisch wirken (10). Dies kann auch bei
anderen Krankheiten, wie z.B. entziindlichen Darmerkrankungen oder Transplantat-Wirt-
Reaktionen als Folge einer allogenen Stammzelltransplantation beobachtet werden (23, 24).

Im intestinalen Lumen befinden sich etwa 10'* Bakterien - mehr als humane Zellen im gesamten
Korper (25). Die Besiedlung des Darms mit kommensalen Mikroorganismen spielt eine wichtige
Rolle fiir eine regelrechte Verdauung und ist essenziell fiir die Funktionalitit und Entwicklung
der Immunabwehr (25, 26). Treten die Mikroorganismen oder deren Bestandteile jedoch in den
systemischen Kreislauf iiber, kann es fatale Folgen haben und z.B. zu einer Sepsis oder
Immunaktivierung fiihren. Aus diesem Grund gibt es eine intestinale Barriere, die aus mehreren
hintereinander geschalteten Systemen besteht und die mikrobielle Translokation verhindert.
Luminales IgA, antimikrobiotische Defensine und die Schleimschicht {iber dem Epithel bilden
die erste Schicht (27). Darunter befindet sich die epitheliale Barriere aus dicht aneinander
sitzenden und tiber Verschliisse, tight junctions, eng verbundenen Epithelzellen (25, 28).
Unterhalb des intestinalen Epithels in der Lamina propria findet sich als immunologische
Barriere die groBte Anzahl von Immunzellen im Korper (29). Vor allem Makrophagen sind dafiir
verantwortlich, korperfremde Partikel zu beseitigen, sobald diese die epitheliale Barriere
iiberwunden haben. Die hocheffiziente Phagozytose-Aktivitdt intestinaler Makrophagen kann

den Ubertritt mikrobieller Bestandteile in den systemischen Kreislauf verhindern.
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Wihrend die Schadigung der epithelialen Barriere, die die mikrobielle Translokation begiinstigt,
bereits in den ersten Wochen nach einer Infektion mit HIV auftritt (14), ist die chronische
Immunaktivierung erst spater im Verlauf der Krankheit nachweisbar (30). Beispielsweise ist der
LPS-Spiegel im Plasma, der als Biomarker fiir die systemische Anreicherung gramnegativer
bakterieller Bestandteile gilt, im Blut von HIV-infizierten Patienten erst in der chronischen Phase
der Infektion signifikant erhdht (10).

Dies deutet darauf hin, dass neben dem epithelialen Barrieredefekt im Infektionsverlauf auch
immunologische Verdnderungen, wie z.B. eine abnehmende Abwehr von mikrobiellen Produkten

eine bedeutende Rolle fiir die Entstehung der chronischen Immunaktivierung spielen.
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1.3 Monozyten und Makrophagen in der HI'V-Infektion
1.3.1 Bedeutung von Monozyten und Makrophagen fiir die Inmunabwehr

Monozyten und Makrophagen spielen eine wichtige Rolle fiir die angeborene Immunabwehr. Mit
Hilfe verschiedener Rezeptoren konnen sie Pathogene erkennen, diese durch Phagozytose
eliminieren und iiber die Ausschiittung von Zytokinen und Chemokinen andere Immunzellen
aktivieren. Dabei sind Monozyten auch wichtig fiir die immunologische Homdostase, da sie
sowohl inflammatorische Reaktionen einleiten wie auch anti-inflammatorisch wirken und
iiberschiefende Immunantworten verhindern kénnen.

Monozyten werden im Knochenmark gebildet und zirkulieren im Blut bevor sie in ein
bestimmtes Gewebe einwandern und abhidngig von verschiedenen Einfliissen wie pro-
inflammatorischen Zytokinen und anderen Immunzellen zu Makrophagen oder dendritischen
Zellen differenzieren (31). Man unterscheidet verschiedene Gewebsmakrophagen wie z.B.
Kupferzellen in der Leber, Mikrogliazellen im Gehirn, Langerhanszellen in der Haut und
intestinale Makrophagen im Darm.

Monozyten und Makrophagen zeichnen sich durch eine grofe Heterogenitdt und Plastizitit aus
(32). Die Kombination und Expressionsdichte von verschiedenen Oberflichenmolekiilen
(Differenzierungsmolekiile, CD-Klassifikation) wie z.B. Chemokinrezeptoren und Integrine,
Molekiile fiir die Erkennung und Présentation von Antigenen und Kostimulation von T-Zellen
kennzeichnen ihre Funktionalitit (Abb. 1). Hieraus ergeben sich verschiedene Monozyten- und

Makrophagensubtypen.

Abb. 1: Verschiedene Oberflichenmolekiile auf Monozyten und Makrophagen

Pathogenerkennung
CD14, CD163, CD206

Chemokinrezeptoren/Integrine
CXCR3, CXCR4, CX3CRI,
CCRS5, CCR2, Integrin-p7

Antigenprisentation
HLA-DR

Fc-Rezeptoren

CDl6, CD64 Kostimulation von Lymphozyten

CD&6
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Sowohl phinotypisch als auch funktionell kann zwischen pro- und anti-inflammatorischen
Monozyten/Makrophagen unterschieden werden (33-35).

Wihrend eine hohe Expression des Oberflichenmolekiils HLA-DR mit pro-inflammatorischer
Differenzierung assoziiert ist, zeigt sich eine hohe Expression der Oberflichenmolekiile CD206
und CDI163 bei anti-inflammatorischen Monozyten. Anti-inflammatorische Monozyten und
Makrophagen zeigen eine hohere phagozytotische Kapazitdt und sind mit T-Helferantworten
vom Typ 2 und der Sekretion von IL-4, IL-5 und IL-10 assoziiert (36, 37). Eine anti-
inflammatorische ~ Differenzierung  scheint  die  typische  Differenzierung  von
Gewebsmakrophagen zu sein (38, 39).

Die Abgrenzung von pro- und anti-inflammatorischen Makrophagen ist stark vereinfacht, da es
ein komplexes Spektrum verschiedener funktioneller Zustinde von Monozyten und
Makrophagen zu geben scheint, welches darliber hinaus stark von Plastizitit bzw.
Wandlungsfahigkeit gepragt ist (40). Die Charakterisierung von Monozyten und Makrophagen
anhand von phénotypischen und funktionellen Markern ist aber hilfreich, um eine eher pro-

inflammatorische von einer eher anti-inflammatorischen Differenzierung abzugrenzen.

1.3.2 Intestinale Makrophagen

Im Gegensatz zu anderen Gewebsmakrophagen konnen intestinale Makrophagen
Mikroorganismen phagozytotisch eliminieren ohne eine inflammatorische Reaktion auszuldsen,
da sie kein CD14 oder Fc-Rezeptoren fiir IgA oder IgG exprimieren und nicht auf Stimulation
mit z.B. LPS mit der Produktion pro-inflammatorischer Zytokine reagieren (41, 42). Diese
sogenannte ,,inflammatorische Anergie* ist wichtig, um eventuell die Barriere iiberquerende
Mikroorganismen oder Fremdkdrper zu entfernen ohne eine gewebeschddigende
inflammatorische Immunreaktion auszuldsen.

Im Rahmen von intestinalen Entziindungen zeigen Makrophagen phinotypische und funktionelle
Verdnderungen und eine vermehrte pro-inflammatorische Differenzierung neu eingewanderter

Monozyten (42).

1.3.3 Monozyten und Makrophagen in der HIV-Infektion

Makrophagen stellen ein bedeutendes Reservoir filir das Virus dar, da sie in verschiedene Gewebe
einwandern und somit das Virus im Korper verbreiten kdnnen (43). So scheinen aktivierte und

HIV-infizierte Monozyten, die ins Gehirn einwandern, eine bedeutende Rolle fiir die HIV-
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assoziierte Demenz zu spielen (44).

In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass Monozyten im Blut HIV-Infizierter einen pro-
inflammatorischen Phénotyp aufweisen und zur systemischen Immunaktivierung beitragen (45-
47). Auch das Zytokinprofil von HIV-infizierten Monozyten ist verdndert und durch eine
vermehrte Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-6 und TNF-a gekennzeichnet (48).
Es konnte weiterhin eine verminderte Phagozytoseleistung von Monozyten bei HIV-Infizierten
nachgewiesen werden (49). Die Population der inflammatorischen CD16"-Monozyten steigt bei
einer HIV-Infektion stark an und eine vermehrte CD16-Expression korreliert mit einer erhohten
Suszeptibilitat fiir HIV (7, 50).

Monozyten und Makrophagen scheinen auch eine Rolle fir das vermehrte Auftreten
kardiovaskuldrer Erkrankungen in der HIV-Infektion, auch unter der Behandlung mit cART, zu
spielen (7). Bei chronisch HIV-infizierten Ménnern konnte vermehrt 16sliches CD163 (sCD163)
nachgewiesen werden, das als Biomarker fiir aktivierte Monozyten dient und mit dem Auftreten
von nicht-kalzifiziertem koronaren Plaque korreliert sowie moglicherweise mit einem erhdhten
Risiko fiir vaskuldre Erkrankungen einhergeht (51, 52).

Die genauen Ursachen fiir die phénotypischen und funktionellen Verdnderungen von Monozyten
in der HIV-Infektion sind noch nicht abschlieBend verstanden. Da Monozyten beim Einwandern
in ein Gewebe auf eine Vielzahl von Einfliissen wie Zytokine, Pathogene aber auch andere
Immunzellen, wie z.B. aktivierte oder regulatorische T-Zellen, treffen, kann eine Infektion mit

HIV auf verschiedene Arten die Differenzierung von Monozyten beeinflussen.
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1.4 Regulatorische T-Zellen in der HIV-Infektion
1.4.1 FOXP3"CD4"-T-Zellen in der Regulation von Immunantworten

Regulatorische FOXP3"CD4'-T-Zellen (Treg) sind fiir die Begrenzung und Regulation von
Immunantworten verantwortlich. Natiirlicherweise verhindern Treg das UberschieBen von
Immunantworten und schiitzen das Immunsystem vor einer schidlichen Uberaktivierung (53-
55). Treg befinden sich in grofer Zahl v.a. in inflammatorischem Gewebe (56) um hier
Gewebeschidden zu begrenzen. Sie machen ca. 2 % der zirkulierenden T-Zellen aus und kdnnen
sowohl durch direkten zellvermittelten Kontakt als auch durch Ausschiittung von Zytokinen wie
IL-10 regulatorisch auf andere Immunzellen, wie z.B. CD4" und CD8"-T-Zellen, natiirliche
Killerzellen (NK-Zellen), B-Zellen und antigenprisentierende Zellen wirken (57-59).

Ein Mangel an funktionellen Treg ist mit Autoimmunerkrankungen und Allergien assoziiert (59).
Treg konnen den Verlauf von Infektionen maB3igeblich beeinflussen. Sie konnen Immunantworten
gegen verschiedene Erreger, wie z.B. Hepatitis-C-Virus und Herpes-Simplex-Virus supprimieren
und so die virale Persistenz begiinstigen, zugleich aber auch inflammatorisch bedingte
Gewebeschidden verhindern (60).

Seit kurzem ist bekannt, dass Treg auch funktionelle Verdnderungen von Monozyten induzieren
konnen. So wurde z.B. gezeigt, dass Treg die Differenzierung von Monozyten zu anti-
inflammatorischen Makrophagen herbeifiihren, indem sie eine vermehrte Expression der anti-
inflammatorischen Oberfldchenproteine CD206 und CD163 sowie eine verminderte Expression
des pro-inflammatorischen Oberflaichenproteins HLA-DR auf Monozyten induzieren, die
Phagozytoseleistung erhohen und die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-6

und IL-1f herabregulieren (61, 62).

1.4.2 Treg in der HIV-Infektion

Im Gegensatz zur CD4"-T-Zell-Gesamtpopulation, die im Verlauf der Infektion abnimmt, liegen
sowohl Daten vor die eine Zunahme als auch eine Abnahme von Treg im Blut zeigen (63, 64).
Im Darm kommt es sowohl zu einer relativen als auch einer absoluten Zunahme der Treg (63,
65). Erhohte Treg-Zahlen wurden auch in lymphatischem Gewebe wie Tonsillen und
Lymphknoten HIV-Infizierter nachgewiesen (56). Unter cART konnte eine Abnahme bis zur
Normalisierung der Treg in Tonsillen und in der duodenalen Mukosa gezeigt werden, wobei
bislang unklar ist, ob die Abnahme der Viruslast oder der Inflammation hierfiir ursdchlich ist

(56).
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Aufgrund ihrer Fiahigkeit, HIV-spezifische CD4" und CD8'-T-Zell-Immunantworten zu
supprimieren, wird vermutet, dass Treg eine Rolle fiir die Persistenz des Virus spielen (66).

Es ist bisher nicht gekldart, ob Treg durch das Herabregulieren pro-inflammatorischer
Immunreaktionen einen vorwiegend giinstigen oder durch die Unterdriickung HIV-spezifischer
Immunantworten einen eher ungiinstigen Einfluss auf den Verlauf einer HIV-Infektion ausiiben
(58, 66). Auch der Einfluss von Treg auf den Phédnotyp und die Funktionalitit von Monozyten
und Makrophagen in der HIV-Infektion ist weitgehend unbekannt. In einer Arbeit konnte gezeigt
werden, dass Treg von HIV-Infizierten die Produktion von IL-10 durch Makrophagen stimulieren

konnen, welches die Proliferation HIV-spezifischer CD4"-T-Zellen blockiert (67).
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1.5 Geschlechtsspezifische immunologische Unterschiede in der HIV-
Infektion

1.5.1 Immunologische Unterschiede zwischen Méinnern und Frauen

Es ist mittlerweile gut belegt, dass es wesentliche immunologische Unterschiede zwischen den
Geschlechtern gibt, die durch verschiedene Faktoren wie X-Inaktivierung, Sexualhormone,
Anatomie und Lebensumstdnde bedingt zu sein scheinen (68). So zeigen Frauen im Allgemeinen
eine stirkere zellulire und humorale Immunantwort, sind weniger anfillig fiir
Infektionskrankheiten als Méanner (69, 70) und reagieren stirker auf Impfungen. Im Gegenzug
zeigen Frauen aber auch ein erhohtes Risiko fiir Autoimmunerkrankungen (71). Auch sind
Frauen empfinglicher fiir sexuell libertragbare Erkrankungen (72). Viele der Unterschiede sind
hormonell bedingt, eine maBgebliche Rolle spielt Ostrogen (73), dessen Rezeptor auf vielen
verschiedenen Immunzellen wie T-Zellen, B-Zellen und Makrophagen exprimiert wird. Ostrogen
kann die Expression des Chemokinrezeptors CCRS auf CD4'-T-Zellen (74) und die Frequenz
von Treg beeinflussen (75). Ostrogen kann auch die Expression von CD16 auf Monozyten (76)
sowie deren Produktion bestimmter pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1p und IL-6
vermindern (77). Insgesamt zeigen Makrophagen von Ménnern eine hdhere Phagozytoseleistung
und produzieren mehr pro-inflammatorische Zytokine wie z.B. IL-6 und TNF-a (73). Dies
spricht dafiir, dass Infektionen wie z.B. eine HIV-Infektion unterschiedliche Auswirkungen bei

Mainnern und Frauen haben konnten.

1.5.2 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der HIV-Infektion

Insbesondere in den ersten Jahren der beginnenden AIDS-Epidemie waren die Betroffenen in der
Regel ménnlich. So wurden auch die meisten Studien mit ménnlichen Probanden, zumeist
kaukasischer Herkunft, durchgefiihrt.

Betrachtet man jedoch die heutige Lage, so zeigt sich insbesondere in Afrika, dass der hidufigste
Transmissionsweg der zwischen heterosexuellen Partnern ist (78) und besonders Frauen
betroffen sind (79). Frauen haben bei heterosexuellem Geschlechtsverkehr ein erhéhtes Risiko
fir eine Ansteckung mit dem Virus. Dieses Risiko kann weiter erhoht werden durch
Geschlechtskrankheiten sowie eine bestimmte hormonelle Situation, also abhédngig vom Zyklus
und eventuell der Verhiitungsmethode (72).

In der Planung von klinischen Studien zur Wirksamkeit von HIV-Medikamenten werden

mogliche geschlechtsspezifische Unterschiede selten betrachtet. Es gibt zwar einige Studien, die

20



dies auch beriicksichtigen, aber eine weibliche Kontrollgruppe ist nicht immer vorgesehen (80).
Es gibt Hinweise auf geschlechtsspezifische Unterschiede hinsichtlich der Wirksamkeit, der
Toxizitdt und Nebenwirkungen von antiretroviralen Medikamenten. So zeigen sich im Blut von
Frauen haufig hohere Wirkstoftkonzentrationen der Medikamente (81).

Im Hinblick auf eine HIV-Infektion ist zwar der Endpunkt der Erkrankung bei Ménnern und
Frauen vergleichbar. Aber insbesondere in den ersten Jahren nach Infektion gibt es wesentliche
Unterschiede in den Blutwerten, die Basis einer Therapieentscheidung sind. So haben Frauen
allgemein mehr CD4"-T-Zellen (82) und zeigen so auch anfangs eine hohere CD4"-T-Zellzahl
sowie eine geringere Viruslast, also prognostisch eigentlich giinstige Werte, schreiten letztlich
aber dhnlich schnell zum Krankheitsstadium AIDS fort (83, 84). Es konnte gezeigt werden, dass
Frauen insgesamt vor und unter cART etwas bessere virologische, immunologische und klinische
Parameter haben (85). Zugleich zeigen Frauen aber auch eine verstirkte Immunaktivierung, also
einen prognostisch ungiinstigen Marker (86).

Letztlich sind das genaue Ausmall und die Bedeutung der geschlechtsspezifischen Unterschiede
bei einer HIV-Infektion, insbesondere mit Hinblick auf verschiedene Therapieoptionen, noch
nicht vollstindig verstanden. Bei der Betrachtung immunologischer und HIV-spezifischer

Fragestellungen scheint eine Differenzierung zwischen Mannern und Frauen deshalb sinnvoll.

21



1.6 Zielsetzung und Fragestellung

Bei einer HIV-Infektion fiihrt die chronische Uberaktivierung des Immunsystems zu einer
Erschopfung von Immunzellen und in der Folge zu einer unzureichenden Immunabwehr gegen
ansonsten harmlose Pathogene. Auch unter cART bleibt die Immunaktivierung haufig erhoht und
ist vermutlich mitverantwortlich fiir das Auftreten z.B. kardiovaskuldrer Erkrankungen.

Als ein wichtiger Ausloser dieser chronischen Immunaktivierung gilt die systemische
Anreicherung Darm-luminaler Produkte als Folge einer Schddigung der intestinalen Barriere.
Monozyten, die normalerweise korperfremde Partikel schnell und effizient beseitigen und so die
systemische Verbreitung entziindungsfordernder Antigene verhindern, sind bei HIV-Infizierten
funktionell beeintrdchtigt. Eine reduzierte Phagozytosefihigkeit aber auch eine erhohte pro-
inflammatorische Aktivitit dieser Zellen fordern die chronische Immunaktivierung. Die
Ursachen fiir diese funktionellen Verédnderungen der Monozyten von HIV-infizierten Personen
sind bislang nicht verstanden.

Aus in vitro-Untersuchungen ist bekannt, dass Treg sowohl die Phagozytose- als auch die
Effektorfunktion von Monozyten verdndern konnen. In der vorliegenden Arbeit soll untersucht
werden, welche Bedeutung Treg fiir die Funktionalitit von Monozyten in chronisch HIV-
infizierten Patienten haben. Es soll auflerdem nachgewiesen werden, ob auch intestinale
Makrophagen, die die erste Linie der zellvermittelten Verteidigung gegen die mikrobielle
Translokation aus dem Darmlumen bilden, bei HIV-Infizierten funktionell verdndert sind.
Folgende Ziele stehen im Mittelpunkt:

* Es soll ein in vitro-Modell fiir die Untersuchung der Wirkung von Treg auf Monozyten
etabliert werden.

* Der Einfluss autologer Treg auf die phinotypische und funktionelle Differenzierung von
Monozyten soll bei HIV-infizierten Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
nachgewiesen werden.

* Es soll nachgewiesen werden, ob eine Behandlung mit cART eine Wiederherstellung der
Treg-Funktion hinsichtlich der Wirkung auf Monozyten bewirken kann.

* Die Phagozytoseleistung von Monozyten im Blut sowie von duodenalen Makrophagen
soll bei HIV-infizierten Patienten erfasst und mit gesunden Kontrollpersonen verglichen
werden.

* Es soll nachgewiesen werden, ob und welche geschlechtsspezifischen Unterschiede

hinsichtlich der Wirkung von Treg auf Monozyten bestehen.
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Abb. 2: Schaubild Fragestellung
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technische Geriite

Brutschrank BB15 functions line, Heraeus, Hanau, DE

FACS Calibur Becton Dickinson (BD), Heidelberg, DE

Gefrierschrianke -20 °C, -80 °C, Thermoscientific und Herasafe, DE

Kiihlschrank Bosch, DE

Lichtmikroskop Axiovert 25, Carl Zeiss, DE

Schiittler KM-2 AKKU, Edmund Biihler, Hechingen, DE

Sterilbank Herasafe, Heraeus, Hanau, DE

Stickstofftank Locator 6plus Thermolyne, US

Wasserbad Julabo TW8, Seelbach, DE

Zentrifugen Megafuge 1.0 R, Megafuge 1.0, Biofuge fresco, Heraeus, Hanau,
DE

Zytozentrifuge Cytospin 2 Cytofuge, Thermo Shandon, Frankfurt, DE

EasySep™ Magnet STEMCELL Technologies SARL, K61ln, DE

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Deckgldschen Menzel-Gliser, Braunschweig, DE
Einfrierrohrchen Iml, NUNC, DK

Einfrierkisten Nalgene, DE

Einwegpipetten 5, 10 und 25 ml, BD, Heidelberg, DE
Filterkarte Whatman, Dassel, DE

Filltrichter Thermo Shandon, Frankfurt, DE
konische Rohrchen 15 ml, 50 ml, BD, Heidelberg, DE
Leucosep-Rohrchen Greiner bio-one, Frickenhausen, DE
LS-Saule Miltenyi Biotech, Gladbach, DE
Objekttrager SuperFrost® Plus; Menzel-Gléser, Braunschweig, DE
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, DE
Reaktionsgefile 1500 pl Eppendorf, Hamburg, DE

ReaktionsgefaBstinder Roth, Karlsruhe, DE



Vacutainerrdhrchen
Zihlkammer
Zellkulturplatten

10 ml Spritze

18 G Kaniile, stumpf

2.1.3 Chemikalien

Amphothericin B
B-Mercaptoethanol
Beriglobin

BSA

destilliertes Wasser
EDTA

FKS

Ficoll-Paque Plus

heparinbeschichtet, 10 ml, BD, Heidelberg, DE
HYCOR Biomedical, Kassel, DE

12-, 24-, 48- und 96-Kavitdten, NUNC, DK
BD, Heidelberg DE

BD, Heidelberg DE

Biochrom AG, Berlin, DE
Invitrogen, Darmstadt, DE
Sigma, Miinchen, DE

Sigma, Miinchen, DE

Ampuwa, Fresenius, DE

Sigma, Miinchen, DE
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, DE
GE Healthcare, Miinchen, DE

(Natriumdiatrizoat, Dichte: 1,077 = 0,001g/ml)

HEPES

PAA Laboratories, Pasching, AT

(2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsdure)

Latexpartikel

Lysepufter fiir
Durchflusszytometrie

PBS

Penicillin-Streptomycin-

Losung
PFA

RPMI 1640
Trypanblau

Sigma, Miinchen, DE
BD, Heidelberg, DE

PAA, Pasching, AT
Biochrom, Berlin, DE

Sigma, Miinchen, DE
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, DE
Sigma, Miinchen, DE

2.1.4 Puffer und Medien

LPL-Medium RPMI 1640; 25 mM Hepes; 4 mM L-Glutamin; 1 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin; 250 pg/ml Amphotericin B; 50 mMM f-
Mercaptoethanol

Kollagenase-Medium LPL-Medium, 0,93 % (v/v) DNAase, 0,93 % (v/v) Trypsin-
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MACS-Pufter

PBA
(PBS+BSA+Natriumazid)
PBS, pH 7,6

PBS/BSA

Zellkulturmedium R10

Puffermedium fiir
magnetische Zellseparation
mit StemCell

FOXP3 Staining Set

FixPerm-Puffer

1x Perm-Puffer:

FOXP3- Farbepuffer

inhibitor, 4,67 % (v/v) Kollagenase
90 mM (Na,HPO,)2 H,0 ; 140 mM NaCl; 27 mM KCL; 15 mM
KH,PO,; 30 % (w/v) BSA; ImM EDTA (v/v)

90 mM (Na,HPO4)2 H,0; 140 mM NaCl; 27 mM KCL, 15 mM

KH>POy; 0,5 % (w/v) BSA; 0,02 % (v/v) NaN;

90 mM (Na,HPO4)2 H,0 ; 140 mM NacCl; 27 mM KCL, 15 mM
KH,POy;

90 mM (Na,HPO4)2 H,0 ; 140 mM NacCl; 27 mM KCL, 15 mM
KH,POs; 0,5 % (w/v) BSA;

RPMI 1640, 25 mM Hepes, 4 mM L-Glutamin; 10 % (v/v) FKS,
1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin

PBS, 2 % FBS (v/v), ImM EDTA (v/v)

eBioscience

25 % (v/v) 4x Fixation/Permeabilization Concentrate,
75 % (v/v) Fixation/Permeabilization Diluent

Aq. dest., 10 % (v/v) 10x Permeabilization Buffer

1x Perm-Puffer, 2 % (v/v) Rattenserum

2.1.5 Kommerzielle Komplettsysteme

CBA Flex Set

pHrodo™ BioParticles
Phagocytosis Kit for
Flow Cytometry

EasySep™ Human
CD4+CD25+ T Cell
Isolation Kit

EasySep™ Human
CD14 Positive Isolation Kit

CD14 MicroBeads human,
CD4'CD25" Regulatory T
cell isolation kit human

BD, Heidelberg, DE
Molecular Probes (life technologies), Carlsbad, CA, USA

STEMCELL Technologies SARL, K&ln, DE

STEMCELL Technologies SARL, K&ln, DE

Miltenyi Biotech, Gladbach, DE
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2.1.6 Antikorper

Tab. 1: Antikorper fiir die Durchflusszytometrie

Spezifitiat |Isotyp | Konjugation | Verdiinnung | Klon Herkunft | Hersteller
CD3 IgG1l |PerCP 1:50 SK7 Maus BD, Heidelberg, DE
CD3 IgGl APC 1:100 UCHT1 Maus eBioscience,
Frankfurt a.M. DE
CD3 IgGl |PE 1:50 SK7 Maus BD, Heidelberg, DE
CD4 IgGl |APC 1:100 MT310 Maus Dako, Hamburg, DE
CD4 IgG1l |Per-CP Cy5.5|1:100 SK3 Maus BD, Heidelberg, DE
CD14 IgG2a| PerCP Cy5.5 | 1:100 MSE2 Maus BD, Heidelberg, DE
CD14 IgGl |APC 1:10 61D3 Maus eBioscience,
Frankfurt a.M. DE
CDl16 IgM |APC 1:10 VEP13 Maus Miltenyi, Biotech,
Gladbach, DE
CD25 IgGl |FITC 1:50 CD28.2 Maus BD, Heidelberg, DE
CD25 IgGl |APC 1:20 2A3 Maus BD, Heidelberg, DE
CD64 IgGl |FITC 1:5 10.1 Maus BD, Heidelberg, DE
CD80 IgGl |APC 1:10 MEM-233 Maus Exbio, Prag, Cz
CD86 IgGl |FITC 1:10 2331(FUN-1) | Maus BD, Heidelberg, DE
CD163 IgGl |PE 1:10 GHI/61 Maus BD, Heidelberg, DE
CD206 IgGl |APC 1:20 19.2 Maus BD, Heidelberg, DE
HLA-DR |IgG2a FITC 1:10 G46-6 Maus BD, Heidelberg, DE
FOXP3 IgG2a| APC 1:20 PCH101 Ratte eBioscience,
Frankfurt a.M. DE
FOXP3 IgG2a| PE 1:20 PCH101 Ratte eBioscience,
Frankfurt a.M. DE
CCR2 IgG2 | Alexa 647 1:10 48607 Maus BD, Heidelberg, DE
b
CCR5 [gG2a | FITC 1:50 2D7/CCR5 |Maus BD, Heidelberg, DE
CXCR3 IgGl |PE 1:10 1C6/CXCR3 |Maus BD, Heidelberg, DE
CXCR4 IgG2a| PE 1:20 12G5 Maus BD, Heidelberg, DE
CX3CR1 |IgG2 |PE 1:20 2A9-1 Ratte MBL International
b Woburn, USA
Integrin-B7 | IgG2a | FITC 1:20 FIB504 Ratte eBioscience,
Frankfurt a.M. DE
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Tab. 2: Antikorper fiir die Immunfluoreszenz

Spezifitit  Name Konjugation | Verdiinnung | Hersteller

DNA 4’,6-Diamidino-2- 1:2000 Roche, Mannheim, DE
Phenylindol (DAPI)

F-Aktin | Phalloidin Alexa 647 1:500 Invitrogen, Karlsruhe, DE

Tab. 3: Antikorper fiir die Zellkultur

Spezifitét Isotyp Klon Herkunft | Bezugsquelle
Anti-Human CD3 IgG2a OKT3 |Maus eBioscience, Frankfurt a.M. DE
monoklonale Antikorper

2.2 Patientendaten

Die HIV-seropositiven Patienten sowie die HIV-seronegativen gesunden Kontrollpersonen
wurden iliber die geplanten Untersuchungen informiert und hinsichtlich moglicher Risiken der
Blutentnahme aufgeklirt. Als Kontrollen wurden nur gesunde Personen ohne chronische
Vorerkrankungen ausgewdhlt.

Die Patienten wurden in zwei Gruppen eingeteilt. Insgesamt wurde Blut von acht cART-naiven,
d.h. Patienten, dic noch nie mit antiretroviralen Medikamenten behandelt worden sind, und
sieben mit cART behandelten Patienten untersucht. Die behandelten Patienten wurden nur dann
eingeschlossen, wenn sie sich ohne vorherige Unterbrechung unter cART befanden und keine
nachweisbare HI-Viruslast im Plasma hatten. Es bestand kein signifikanter Altersunterschied.
Von den Patienten bzw. den gesunden Kontrollen wurde 50 ml peripheres vendses Blut
entnommen. Das heparinisierte Blut wurde innerhalb von 24 Stunden verarbeitet.

Um den Phinotyp und die Funktionalitit von Makrophagen des Gastrointestinal-Traktes zu
untersuchen, wurden intestinale mononukledre Zellen aus duodenalen Gewebeproben isoliert.
Von gesunden Kontrollen oder HIV-seropositiven Patienten wurden hierfiir jeweils 7-15
Biopsien aus dem Duodenum verwendet und innerhalb von zwei Stunden nach der Entnahme
verarbeitet. Tab. 4 zeigt alle verwendeten Proben.

Die Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der Charité — Universitdtsmedizin Berlin

genehmigt (EA/120/10).
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Tab. 4: Untersuchte Proben von HIV-seropositiven Patienten und gesunden Kontrollen

Kap. 2.4, 3.2, 3.5

Viruslast: @ 4,3 (3,1-5,7) log10 Kopien/ml
CD4"-T-Zellzahl: @ 398,5 (81-775) Zellen/pl

Patienten unter cART

7 m, Alter @ 48,9 (36-65) Jahre

Viruslast: unter der Nachweisbarkeitsgrenze
(< 50 RNA-Kopien/ml)

CD4"-T-Zellzahl: 720,1 (383-1320) Zellen/ul

Proben HIV-seropositive Patienten Gesunde Kontrollen
Heparinblut, cART-naive Patienten Vergleich HIV-seropositiv
Kokulturen 4 m, 4w, Alter @ 45,4 (26-75) Jahre vs. HIV-seronegativ

3w, 8m,
Alter @ 40,6 (23-65) Jahre

Geschlechtsspezifische
Unterschiede m vs. w

6 w, Alter @ 31,8 (23-42)
Jahre

8 m, Alter @ 46 (25-65)
Jahre

CD4"-T-Zellzahl: 109 (12-167) Zellen/pl

Patienten unter cART: keine verfligbar

Heparinblut, cART-naive Patienten 25m, 2 w,
Phagozytosetest 11 m, 4 w, Alter @ 47 (20-75) Jahre Alter @ 39 (21-78) Jahre
Kap. 2.6.3, 3.3 Viruslast: 4,7 (2,1-6,2) log10 Kopien/ml

CD4"-T-Zellzahl: 334 (12-626) Zellen/pl

Patienten unter cART

16 m, 2 w, Alter @ 47 (28-78) Jahre

Viruslast: unter Nachweisbarkeitsgrenze

CD4"-T-Zellzahl: 571 (365-1320) Zellen/ul
Duodenalbiopsien, | cART-naive Patienten 5 m, 3w,
Phagozytosetest |6 m, 1 w, Alter @ 46 (20-75) Jahre Alter @ 49 (20-83) Jahre
Kap. 2.6.3, 3.3 Viruslast 5,8 (2,1-6,1) log10 Kopien/ml

2.3 Zellisolierung

2.3.1 PBMC-Isolierung

Aus dem Spenderblut wurden zunichst periphere mononukledre Zellen (PBMC, peripheral
blood mononuclear cells) isoliert. Da mononukleédre Zellen eine geringere Dichte aufweisen als
Erythrozyten, Granulozyten oder polymorphkernige Lymphozyten, konnen sie mit Hilfe einer
Dichtezentrifugation von diesen getrennt werden. Als Dichtegradientenmedium wurde das aus
Polysaccharose und Natriumdiatrizoat bestehende Ficoll-PaquePlus® (Dichte = 1,077 £+ 0,001
g/ml) verwendet.

Ein 50 ml Leucosep™-R6hrchen mit Trennscheibe wurde mit 15 ml Ficoll gefiillt und kurz
zentrifugiert, um das Ficoll unterhalb der Trennscheibe zu schichten. Das Blut (15-30 ml) wurde

anschlieend oberhalb der Trennscheibe in das Rohrchen gefiillt und dieses bei Raumtemperatur
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10 Minuten bei 950 x g und ausgeschalteter Zentrifugenbremse zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation zeigten sich drei separate Schichten. Am Boden des Rohrchens hatten
sich Erythrozyten und tote Zellen angesammelt. Granulozyten befanden sich in der zweiten, der
Ficoll-Schicht. Die PBMC hatten sich in der dritten Schicht, der Interphase gesammelt. Die in
der Interphase angereicherten Lymphozyten und Monozyten wurden in ein Zentrifugenréhrchen
iiberfiihrt, dieses mit PBS/BSA aufgefiillt und zentrifugiert (4 °C, 7 min, 300 x g). Nach
AbgieBen des Uberstandes wurden die Zellen mit PBS/BSA resuspendiert, erneut wie

beschrieben zentrifugiert und sofort weiter verarbeitet.

2.3.2 Isolierung von Lamina propria Lymphozyten

Fiir die Isolierung von Lamina propria Lymphozyten (LPL) wurden die Duodenalbiopsien am
Tag der Isolierung im Rahmen einer Osophagogastroduodenoskopie entnommen und fiir den
Transport ins Labor in Natriumchlorid gelagert.

Zum Waschen der Biopsien wurden drei Petrischalen mit PBS/BSA gefiillt und die Biopsien erst
in die erste Schale, dann in die zweite und zuletzt in die dritte {berfiihrt. In einem
Erlenmeyerkolben wurde das Kollagenasemedium fiir die LPL Isolierung angesetzt.

Die Biopsien wurden in das Kollagenasemedium {iiberfiihrt und fiir 15 Minuten bei 37 °C unter
sanftem Schiitteln inkubiert. Mit Hilfe einer 10 ml Spritze und einer stumpfen 18 G Kaniile
wurden die Biopsien mehrmals aspiriert und zuriick in den Erlenmeyerkolben gegeben.

Die Zellsuspension wurde in ein 50 ml Rohrchen {iberfiihrt und zentrifugiert (7 Minuten, 4 °C,
300 x g). Der Uberstand wurde abgegossen und die Zellen in 10 ml Kollagenasemedium
aufgenommen und wieder in den Erlenmeyerkolben iiberfiihrt.

Nach einer weiteren Inkubation fiir 15 Minuten bei 37 °C wurden die Zellen wieder mehrmals
aspiriert und wie beschrieben zentrifugiert.

In ein 15 ml Rohrchen wurden 6 ml 60 % Percoll vorgelegt. Die Zellen wurden in 6 ml 35 %
Percoll resuspendiert und vorsichtig auf das 60 % Percoll aufgeschichtet. Nach einer
Zentrifugation fiir 25 Minuten bei 900 x g ohne Bremse bei 4 °C wurde die Interphase
abgenommen und in ein 50 ml Réhrchen tiberfiihrt. Dieses wurde mit PBS auf 50 ml aufgefiillt
und bei 300 x g fiir 7 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Nach dem AbgieBen des Uberstandes
wurden die Zellen in PBS resuspendiert und die Zellzahl ermittelt.

Die Isolierung der LPL wurde freundlicherweise zum Teil von Diana Bosel durchgefiihrt.
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2.3.3 Zellzihlung und Vitalititsbestimmung

Zur Zellzahl-Bestimmung wurden 0,2 Vol. der Zellsuspension mit 0,8 Vol. Trypanblau gemischt
und von der Mischung wurden 10 pl luftblasenfrei in eine Zdhlkammer zur mikroskopischen
Auszdhlung gegeben. Zur Vitalititsbestimmung wurde Trypanblau verwendet, welches an
intrazelluldre Proteine bindet und daher nur abgestorbene Zellen ohne intakte Zellmembran
anfirbt. Blau angeférbte Zellen wurden deshalb nicht mitgezahlt.

Vier der neun grofen Quadrate der Zihlkammer wurden mianderformig ausgezidhlt und aus
diesen der Mittelwert fiir ein Quadrat gebildet. Zusammen mit dem Kammerfaktor (10*) sowie

dem Verdiinnungsfaktor konnte die Zellzahl anhand der folgenden Gleichung errechnet werden:

Zellzahl/ml= (Anzahl vitaler Zellen / Anzahl ausgezéhlter Quadrate) x 10* x Verdiinnungsfaktor.

2.3.4 Magnetische Zellseparation

Fir Kokultivierungen wurden aufgereinigte CD14" Monozyten, CD4°CD25" Treg und
CD4°CD25" Effektor T-Zellen (Teff) in definierter Anzahl bendtigt. Da diese Zellen jeweils
spezifische Oberflaichenmolekiile aufweisen (CD14, CD4, CD25), wurden gegen diese
Oberflaichenmolekiile gerichtete monoklonale Antikorper verwendet, welche an magnetische
Partikel (MicroBeads) gekoppelt sind. Das Fab-Ende der Antikorper bindet spezifisch an die
Oberflaichenmolekiile der zu isolierenden Zellen, wiahrend das Fc-Ende an die magnetischen
Partikel gekoppelt ist. Nach einer Inkubationsphase konnen mit Hilfe eines Magneten die
gebundenen Zellen isoliert werden.

Da sich im Blut nur eine geringe Anzahl Treg befindet und die CD4"-T-Zellzahl bei den HIV-
seropositiven Patienten ohnehin eher niedrig war, musste die Ausbeute optimiert werden. Hierflir
wurden die Verfahren von zwei verschiedenen Herstellern hinsichtlich ihrer Anwendbarkeit

sowie der Reinheit und Anzahl der isolierten Zellen verglichen.

2.3.4.1 Magnetische Zellseparation, Miltenyi

Fiir die Isolierung von Monozyten bzw. Treg aus PBMC wurden gegen CD14 bzw. CD4 und
CD25 gerichtete Antikorper verwendet, die an magnetische Partikel (MicroBeads) gekoppelt
sind. Die Durchfiihrung erfolgte unter Verwendung von konjugierten Antikérpern, Trennsdulen,
Kits und Magneten der Firma Miltenyi nach den Angaben des Herstellers.

Da sich in vorhergehenden Versuchen gezeigt hatte, dass sich mit einer geringeren MicroBeads
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Menge cine bessere Reinheit der isolierten CD14" Zellen erzielen ldsst, wurden nur 50 % der

vom Hersteller vorgeschlagenen Menge verwendet.

2.3.4.2 Magnetische Zellseparation, StemCell

Mit Hilfe des StemCell CD14 Isolationskits (EasySep™ Human CDI14 Positive Selection Kit)
wurden Monozyten iiber gegen CDI14 gerichtete an magnetische Partikel (MicroBeads)
gekoppelte Antikorper isoliert. Mit Hilfe des Treg Isolationskits (CD4"CD25" Regulatory T Cell
Isolation Kit) wurden CD4"CD25" und CD4"CD25-T-Zellen isoliert.

Die Durchfiihrung erfolgte weitestgehend nach Angaben des Herstellers. Da sich eine bessere
Reinheit bei einer Verringerung der Beads-Menge zeigte, wurden nur 80 % der vom Hersteller

vorgeschlagenen Menge verwendet.

2.3.4.3 Kontrolle der Reinheit der magnetisch isolierten Zellen

Zur Kontrolle der Reinheit der isolierten CD14", CD4"'CD25" und CD4"CD25 Zellen wurden
diese hinsichtlich der Expression von zelltypischen Oberflichen- oder intranukleéren Antigenen
wie im Kap. 2.5 beschrieben durchflusszytometrisch untersucht.

Hierfiir wurden die Oberflichenmolekiile CD14, zur Kontrolle der Reinheit der isolierten
Monozyten, bzw. CD4 und CD25 zur Kontrolle der isolierten T-Zellen gefirbt. Zur weiteren
Bestimmung der Reinheit der Treg wurde neben CD25 auch das fiir Treg spezifische
intranukledre Antigen FOXP3 untersucht.

2.4 Kultivierung mit Monozyten und T-Zellen

Um den Einfluss von regulatorischen und nicht-regulatorischen CD4"-T-Zellen auf die
Differenzierung und Funktion von Monozyten sowie mogliche Verdnderungen bei einer HIV-
Infektion im Vergleich zu HIV-seronegativen Kontrollen zu untersuchen, wurden
Kokultivierungen mit Monozyten und den unterschiedlichen CD4"-T-Zellpopulationen
durchgefiihrt.

Hierfiir wurden aus peripher entnommenem vendsem Blut zundchst mononukledre Zellen
(PBMC) isoliert. Anschliefend erfolgten nacheinander zwei magnetische Zellseparationen.
Zunichst erfolgte die CDI14 -Isolierung (Monozyten). Die CD14-Zellen wurden weiter
verwendet fiir die Isolierung von CD4"CD25" Treg bzw. CD4"CD25" Teff.

Als T-Zell-Stimulus wurden dem Kulturmedium monoklonale anti-CD3 Antikérper (anti-CD3
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mADb) hinzugefiigt.

Jeweils 5x10° Monozyten in 500 ul Medium wurden zusammen mit 2,5x10° CD4°CD25"-T-
Zellen in 500 pl Medium, 2,5x10° CD4"CD25-T-Zellen in 500 pul Medium oder 500 ul Medium
in einer 24-Loch-Platte kultiviert.

Da bei einigen Patienten nicht ausreichend CD4°CD25"-T-Zellen isoliert werden konnten,
wurden die Ansétze gegebenenfalls bei gleicher Konzentration verkleinert.

Nach einer 40-44-stiindigen Kultivierung bei 37 °C und einer 5 %-CO,-Konzentration erfolgte
die phénotypische und funktionelle Untersuchung der Monozyten.

Hierzu wurden die Monozyten hinsichtlich der Expression von Oberflichenmolekiilen und der
Phagozytoseleistung sowie die Zytokinkonzentration im Zellkulturiiberstand untersucht.

Eine Ubersicht der Durchfiihrung ist in Abb. 3 dargestellt.

Abb. 3: Schema Versuchsaufbau Kokultivierung Monozyten und Treg bzw. Teff

Periphere Blutentnahme

l Dichtezentrifugation

PBMC
/ \Milgnetische Zellseparation
CD14+ CD14-

Monozyten / w‘agnetische Zellseparation

CD4*CD25* CD4*CD25

Treg Teff
CD14* CD14* CD14* + anti-CD3 mAb
+ + Kultivierung fiir
CD47CD25* CD4°CD25- 40 -44 h

|

Untersuchung Phinotyp, Phagozytoseleistung und Zytokinproduktion
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2.5 Durchflusszytometrie

Zur Untersuchung von Zellen hinsichtlich der Expression von Oberfldchen- oder intranukledren
Molekiilen wurde ein Durchflusszytometer verwendet. Diese Technik ermdglicht die
Untersuchung jeder einzelnen Zelle, indem diese einen Laserstrahl passiert. Abhidngig von der
GroBe und der Granularitdt wird das Licht unterschiedlich gebrochen und von Detektoren
ausgewertet. Zusitzlich konnen noch bis zu vier verschiedene Molekiile, sowohl auf der
Oberfliche der Zelle wie auch intranukledr durch Bindung von gegen diese gerichtete
fluoreszenzgekoppelte Antikdrper vom Gerit detektiert werden. Folgende Fluoreszenzfarbstoffe
wurden verwendet: Fluoresceinisothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE), Peridinin-Chlorophyll-
Proteinkomplex (PerCP), Allophycocyanin (APC) und Alexa Fluor 647. Die Messung erfolgte
mit dem Durchflusszytometer FACS Calibur (BD Heidelberg, DE). Die Analyse erfolgte mit den
PC-Programmen Cell/Quest Pro (BD, Heidelberg, DE) und FlowJo (TreeStar, Ashland, USA).

2.5.1 Nachweis von Oberflichenmolekiilen

Die Zellen wurden zunéchst in ein Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt. Nach Zugabe von 1 ml PBS und
Zentrifugation (10 Minuten, 4 °C, 250 x g) wurde der Uberstand abgegossen, die Zellen in 50 ul
Antikorperlosung aufgenommen und fiir 15 Minuten dunkel bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Férbelosung enthielt neben den fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern PBS zur Verdiinnung und
Beriglobin zur Vermeidung von unspezifischen Bindungen. Nach der Inkubation wurde zum
Waschen 1 ml PBS zugegeben und die Zellen zentrifugiert (10 Minuten, 4 °C, 250 x g). Der
Uberstand wurde abgegossen und die Zellen wurden in 200 pl PBS aufgenommen und am

Durchflusszytometer analysiert. Die verwendeten Antikdrper sind im Kap. 2.1.6 aufgefiihrt.

2.5.2 Nachweis des intranukleiren Molekiils FOXP3

Um das intranukledre Molekiil FOXP3 nachzuweisen, musste zunédchst eine Permeabilisierung
der Zellhiille erfolgen. Hierfiir wurde das FOXP3 Staining Set von eBioscience verwendet.

Die Zellen wurden in 250 pl des FixPerm-Puffers fiir 10 Minuten bei 37 °C inkubiert. Es wurde
1 ml PBS zugegeben und zentrifugiert (10 Minuten, 4 °C, 250 x g). Die Zellen wurden nach dem
AbgieBen des Uberstandes in der FOXP3-Antikdrperlosung aufgenommen und fiir 30 Minuten
bei 4 °C dunkel inkubiert. Die Zellen wurden mit 1 ml 1 % Fixperm-Puffer gemischt und
zentrifugiert (10 Minuten, 4 °C, 250 x g). Der Uberstand wurde abgegossen und die Zellen

wurden in 200 pl PBS aufgenommen und am Durchflusszytometer analysiert.
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2.5.3 Phinotypische Analyse kultivierter Zellen

Zur phinotypischen Untersuchung der Monozyten nach Kultivierung wurden, wie im Kap. 2.5.1
beschrieben, durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt.

Hierfiir wurden zunichst die Uberstinde der Kulturen abgenommen. Zur Lésung der semi-
adhdrenten Monozyten von der Platte wurde EDTA verwendet. Je Kavitdt wurden hierfiir 500 pl
10 mM EDTA zugegeben und die Zellen fiir 20 Minuten bei 37 °C inkubiert. Danach wurden
500 pl Medium gegeben und die Zellen durch auf- und abpipettieren von der Platte gespiilt. Die
Zellsuspension wurde zu den jeweiligen Rohrchen mit den zuvor abgenommenen zellhaltigen
Uberstéinden iiberfiihrt und die Platte zweimal mit je 500 ul Medium nachgespiilt. Die Rohrchen
wurden bei 4 °C fiir 7 Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Von den zellfreien Uberstinden wurden
je drei Aliquote a 150 pl bei -20 °C eingefroren und spéter bei -80 °C gelagert. Die Zellen
wurden unter Verwendung folgender Antikorper hinsichtlich der mittleren Fluoreszenzintensitét
(MFI) analysiert: CD3, CD4, CD14, CD16, CD25, CD64, CD86, CD163, CD206, HLA-DR,
CCR2, CCRS, Integrin-p7, FOXP3, CXCR3, CXCR4, CX3CRI.

2.6 Messung der Phagozytoserate von Monozyten und Makrophagen
2.6.1 Messung der Phagozytoserate von Monozyten aus Kokulturen mit Latexpartikeln

Pro Kavitét einer 48-Loch-Platte wurden 0,5 x 10° Monozyten entweder ohne oder zusammen
mit 0,25 x 10° Treg oder Teff in 100 pul Medium mit 50 ng/ml anti-CD3 mAb ausgesit. Die
Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO,-Atmosphére flir 40-44 Stunden inkubiert.

Um die Phagozytoseaktivitit der Monozyten zu messen, wurden FITC-gekoppelte Latexpartikel
zu den Zellen gegeben, welche zuvor fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert wurden. Hierfiir wurden
60 pl der Partikelsuspension mit 405 pl PBS vermischt und dann von dieser Mischung je Kavitét
75 wul hinzugefiigt und fiir eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Als Kontrolle wurden Zellen mit
Latex-Partikeln auf Eis inkubiert und eine Negativkontrolle ohne Partikel bei 37 °C, ebenfalls fiir
eine Stunde. Nach der Inkubation wurden die Platten auf Eis und die Uberstinde in
Reaktionsgefdle iiberfiihrt. Zu jeder Kavitdt wurden 200 pl eiskaltes PBS zugegeben und die
Zellen aus der Platte gespiilt. Jede Kavitdt wurde zweimal mit je 200 pul PBS nachgespiilt und
alles in die Reaktionsgefdle iiberfiihrt. Um eine Hintergrundfluoreszenz zu vermindern, wurden
200 ul Trypanblau zugegeben. Nach Zentrifugation und AbgieBen des Uberstands wurden die
Zellen in 1000 pl eiskaltem PBS resuspendiert und anschlieBend zentrifugiert (10 Minuten, 4 °C,
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250 x g). Dieser Schritt wurde noch ein weiteres Mal wiederholt. Zur Unterscheidung von
Monozyten und T-Zellen erfolgte, wie beschrieben, eine Oberfldchenfarbung von CD3.

Umso mehr Partikel von den Monozyten aufgenommen wurden, d.h. umso hdher die
Phagozytoseleistung war, desto hoher ist die gemessene MFI. Um eine mogliche Fluoreszenz
durch an der Zelle von auBlen haftende nicht phagozytierte Partikel zu untersuchen, wurden
Kontrollen auf Eis durchgefiihrt. Aus der gemessenen MFI bei 37 °C und der MFI bei 0 °C
wurde ein Quotient gebildet, der Phagozytotische Index. Von diesem Quotienten wurde die
relative Verdnderung von mit Treg oder Teff kultivierten Monozyten bezogen auf Monozyten
ohne T-Zell-Kontakt in Prozent dargestellt. Bei einigen Versuchen war die bei 0 °C gemessene
Fluoreszenz groBer als die bei 37 °C gemessene. Es scheint hier keine Phagozytose stattgefunden
zu haben. Alle Quotienten mit einem Wert < 1 wurden deshalb auf 1 gesetzt, was einer

Phagozytoserate von 0 entspricht.

2.6.2 Fluoreszenzmikroskopische Analyse des Phagozytosetests mit Latexpartikeln

Um eine Aufnahme der Latexpartikel von den Monozyten zu untersuchen, wurden isolierte
Monozyten wie beschrieben kultiviert und ein Phagozytosetest mit Latexpartikeln durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde ein Zytospin durchgefiihrt. Die Zellen wurden hierfiir nach der Entnahme
aus der Lochplatte in einen, mit einer Metallklammer auf einem Objekttrager befestigten,
Fiilltrichter gegeben. Es erfolgte eine 7-miniitige Zentrifugation in einer Zytozentrifuge bei
Raumtemperatur und 100 x g. Hierdurch wurden die Zellen auf eine kleine kreisrunde Fldche auf
dem Objekttriger zentrifugiert. Die Fliissigkeit wurde von einer dem Objekttriager aufliegenden
Filterkarte aufgenommen.

Zum Fixieren wurden die Zellen mit einigen Tropfen 4 % PFA fiir 15 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Danach wurde der Objekttriger vorsichtig mit PBS abgespiilt. Die Farbung der
Zellkern-DNA erfolgte mit 1:2000 verdiinntem 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI). Um das
Zytoskelett und somit die Zellgrenzen im Mikroskop sichtbar zu machen, wurde F-Aktin mittels
1:500 verdiinntem Alexa 647-markiertem Phalloidin angefirbt, einem Phallotoxin aus dem
griinen Knollenblitterpilz.

Die Objekttrager wurden erneut mit PBS abgespiilt und danach mit Deckglédschen abgedeckt um

anschlieBend mit dem Fluoreszenzmikroskop untersucht zu werden.
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2.6.3 Messung der Phagozytoserate von Monozyten und Makrophagen mit pHrodo

Zur funktionellen Untersuchung der Monozyten und Makrophagen wurde deren
Phagozytoseaktivitdt mit Hilfe des pHrodo Phagozytosekits der Firma Invitrogen gemessen.
Hierfiir wurden pHrodo-gekoppelte Escherichia coli Partikel zum Vollblut oder den isolierten
LPL hinzugefiigt, um von phagozytierenden Zellen aufgenommen zu werden.

Wihrend der Internalisierung in die Zelle und der damit verbundenen Abnahme des pH-Wertes,
nimmt die Emissionsintensitit des Fluoreszenzfarbstoffes pHrodo zu. Die gemessene mittlere
Floureszenzintensitdt  steigt dementsprechend bei Phagozytose an, wihrend die
Hintergrundfluoreszenz gering ist.

Fir die Messung im Vollblut erfolgte die Durchfiihrung nach Angaben des Herstellers.
Anschliefend erfolgte eine Oberflichenfirbung von CD14 um die Gesamtpopulation der
Monozyten zu identifizieren.

Fir die Messung der Phagozytoseaktivitit der isolierten LPL erfolgte die Durchfiihrung
weitestgehend nach den Angaben des Herstellers. Die Menge der eingesetzten Partikel wurde je
Ansatz von 20 pl auf 50 pl erhoht und die Inkubationsdauer von 15 Minuten auf 60 Minuten
erhoht.

Aus der gemessenen MFI bei 37 °C und der MFI bei 0 °C wurde ein Quotient gebildet, der
Phagozytotische Index.

Die Messung der Phagozytoseaktivitdt mit dem pHrodo Phagozytosekit wurde freundlicherweise

zum Teil von Diana Bosel durchgefiihrt.

2.7 Quantifizierung von Effektormolekiilen im Uberstand der Kokulturen

Zur Quantifizierung der Zytokinkonzentration im Zellkulturiiberstand wurde eine Multiplex-
Analyse von Zytokinen mittels eines Cytometric bead array (CBA) der Firma BD durchgefiihrt.
Hierbei binden fluoreszenzgekoppelte Partikel (Beads) unterschiedlicher Grofe und
Fluoreszenzintensitit spezifisch an die nachzuweisenden Stoffe, die infolgedessen mittels
durchflusszytometrischer Analyse unterschieden werden kdnnen.

Bei jeder Messung wurde zundchst mit Hilfe einer seriellen Verdiinnung der entsprechenden
Partikel in 11 Stufen mit dem Faktor 2 fiir jedes nachzuweisende Zytokin eine Standardkurve
erstellt. Fiir jedes Zytokin wurde jede Verdiinnung der Standardkurve doppelt hergestellt und

gemessen. Mittels einer daraus abgeleiteten Korrelationskurve erfolgte die Quantifizierung der
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Zytokinkonzentration in einer Probe.

Die bei -80 °C gelagerten Uberstiinde wurden iiber Nacht bei -4 °C aufgetaut. Die Proben
wurden bei 4 °C zundchst bei 1200 x g anzentrifugiert. Danach wurden 19 pl von jeder Probe in
ein auf Eis gelagertes Reaktionsgefdf tiberfiihrt. Pro Probe wurden 0,4 pl von jeder Partikelsorte
(Capture beads) und 15,6 pl Verdinnungspuffer (Bead diluent) gemischt. Von dieser
Partikelmischung wurden 19 pl zu jeder Probe hinzugefiigt und 1 Stunde dunkel bei
Raumtemperatur inkubiert.

Von der Farbstoffnachweislosung (PE detection reagent) wurden je Probe 0,4 pl mit 15,6 pl
Verdiinnungspuffer (Detection diluent) vermischt. Zu jeder Probe wurden 19 pl pipettiert. Es
erfolgte eine 2-stliindige Inkubation im Dunkeln bei Raumtemperatur. Nach Zugabe von 1 ml
Waschpuffer je Probe erfolgte eine Zentrifugation bei 550 x g fiir 5 Minuten. Die Partikel
wurden mit 200 pl PBS je Probe resuspendiert und am Durchflusszytometer gemessen. Es
wurden parallel zwei Mischungen von Partikeln gemessen.

Mit Mischung 1 wurden IL-1f3, IL-2, IL-10, IL-12p70, CCL3, CCL5, CXCLS8 und sCD14
gemessen. Mit Mischung 2 wurden IL-4, IL-6, IP-10, IFN-y, TNF-a, CX3CL1, CCL2, CCL4
und CXCL9 gemessen.

Mit Hilfe der gemessenen MFI konnte die Menge der gemessenen Zytokine errechnet werden.
Hierfiir wurde mit Hilfe der Standardwerte, von welchen die genaue Konzentration bekannt war,
eine Regressionsanalyse durchgefiihrt. Mit der hierbei ermittelten Funktion konnten die

entsprechenden Konzentrationen der Proben mit Hilfe der gemessenen MFI berechnet werden.

2.8 Statistik

Fiir die Berechnungen und Erstellung der Graphen wurden OpenOffice 4.1.1 und GraphPad
Prism 5 (GraphPad, La Jolla, USA) verwendet. Alle Daten sind dargestellt als Median mit
Interquartilsabstand.

Fiir die statistische Priifung von Unterschieden zwischen zwei unabhingigen Gruppen wurde der
Mann-Whitney-U-Test verwendet. Fiir die Priifung abhingiger Daten wurde der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test verwendet. Bei mehr als zwei zu untersuchenden voneinander
unabhingigen Gruppen wurde der Kruskal-Wallis-Test mit anschlieBendem Dunn-Test

durchgefiihrt. Werte mit p < 0,05 wurden als signifikant definiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Vergleich der magnetischen Zellseparation der Hersteller Miltenyi und
StemCell
Fiir die Kokultivierungen von Monozyten mit CD4"CD25" Treg bzw. CD4°CD25" Teff mussten
diese Zellpopulationen mit einer moglichst hohen Reinheit aus dem Blut isoliert bzw.
angereichert werden. Da Treg nur einen geringen Anteil der im Blut zirkulierenden Lymphozyten
ausmachen und diese bei HIV-seropositiven Patienten abhingig vom Krankheitsverlauf
quantitativ deutlich vermindert sein kdnnen, war die Anzahl der isolierten Treg ebenfalls von
groBer Bedeutung. Es wurden daher zunichst zwei verschiedene Verfahren der Hersteller
Miltenyi und StemCell hinsichtlich der Reinheit der isolierten Zellpopulationen sowie der
Anzahl an Treg verglichen.
Fiir den Vergleich der CD14"-Zellisolierung wurden zunéchst, wie in Kap. 2.3.1 beschrieben,
PBMC aus 20 ml Blut von einer gesunden Kontrollperson isoliert. AnschlieBend wurden jeweils
2x107 Zellen fiir die CD14"-Isolation mit den Kits von StemCell oder Miltenyi verwendet.
Fiir den Vergleich der beiden Verfahren zur Treg-Isolierung wurden unter Verwendung des
Miltenyi Kits CD14° PBMC aus 100 ml Blut einer gesunden Kontrollperson isoliert. Die
Isolierung der CD4°CD25" bzw. CD4"CD25-T-Zellen erfolgte anschlieBend aus jeweils 2x10’
CD14 Zellen mit dem StemCell Kit bzw. dem Miltenyi-Kit (Kap. 2.3.4). Die Ergebnisse sind in
Tab. 5 dargestellt.

Tab. 5: Vergleich der magnetischen Zellseparation von CDI14" und CD4"CD25" Zellen mit den
Zellisolierungs-Kits der Firma Miltenyi und StemCell. Die Tabelle zeigt die jeweilige Anzahl der
isolierten Zellen sowie deren Reinheit als prozentualen Anteil der Zellen in der jeweiligen Probe.

Hersteller | Anzahl CD14" | Reinheit CD14" Anzahl CD4"CD25" |Reinheit CD4°'CD25"
Miltenyi |3,0 x 10° 92,10 % 5,0x10° 55,40 %
StemCell 2,2 x 10° 93,90 % 8,8x 10° 65,50 %

Die Durchfiihrung der Zellisolierung nach StemCell war im Vergleich zu Miltenyi
anwenderfreundlicher, da keine durchgéngige Arbeit bei Kiihlschranktemperatur erforderlich und
der Zeitaufwand geringer war. Zudem war sowohl die Reinheit als auch die Anzahl der isolierten
Treg bei der Verwendung des StemCell Kits hoher. Die magnetischen Zellseparationen wurden

deshalb nach Moglichkeit mit dem StemCell Kit durchgefiihrt.
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3.2 Kokulturen mit Monozyten und T-Zellen

In Kokulturen wurde untersucht, welche Wirkung Treg im Vergleich zu Teff auf den Phéanotyp
und die Funktion von Monozyten haben und ob diesbeziiglich Unterschiede zwischen gesunden
Kontrollpersonen und naiven oder mit cART behandelten HIV-seropositiven Patienten bestehen.
Dazu wurden, wie in Kap. 2.4. beschrieben, CD14" Monozyten ohne T-Zellen sowie unter der
Anwesenheit von autologen Treg oder Teff fiir 40-44 Stunden in anti-CD3-Antikorper-haltigem
Zellkulturmedium kultiviert. Das Verhéltnis zwischen Monozyten und T-Zellen betrug in allen
Kokulturen 2:1.

AnschlieBend wurden der Phénotyp und die Phagozytoseleistung der Monozyten sowie Zytokin-
und Chemokinkonzentrationen in den Zellkulturiiberstinden untersucht.

Die Monozyten-Kultur ohne die Anwesenheit von CD4"-T-Zellen diente dabei dem Nachweis
der basalen Funktion der Monozyten unter den verwendeten Bedingungen und diente der
Erfassung von Ausgangswerten fiir die Berechnung der Treg- bzw. Teff-induzierten
Verdnderungen. Mogliche basale Unterschiede zwischen gesunden Kontrollen und HIV-

infizierten Patienten wurden ebenfalls analysiert.

Die Reinheit der mit Hilfe der magnetischen Zellseparation gewonnenen Monozyten, Treg und
Teff wurde durch durchflusszytometrischen Nachweis der Oberflaichenmolekiile CD14, CD4 und
CD25 tiberpriift. Die Ergebnisse sind in Tab. 6 dargestellt.

Tab. 6: Reinheit der isolierten Zellpopulation als prozentualer Anteil in der jeweiligen Probe.
Die Daten sind angegeben als Mittelwert mit Standardabweichung.

Immunzelltyp Reinheit in %
CD14" 85,44 + 10,56
CD4°'CD25" 48,42 + 12,41
CD4°CD25 87,65+ 13,02

In allen Ansdtzen waren die isolierten CD4" T-Zellpopulationen angereichert mit entweder Treg
oder Teff. Es kann angenommen werden, dass die tatsdchliche Reinheit der Treg hoher war als in
Tab. 6 gezeigt, da die zur Zellisolierung verwendeten magnetischen Partikel die Bindung der zur
Uberpriifung der Reinheit eingesetzten Antikdrper sterisch behindern und somit der CD25*
Anteil der untersuchten Zellpopulation in der durchflusszytometrischen Analyse nicht

vollstdndig erkennbar ist.
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Aufgrund der in den Zellkulturen eingesetzten anti-CD3 Antikorper bestand die Moglichkeit,
dass eine dadurch ausgeldste T-Zell-Aktivierung den Anteil der Treg bzw. Teff innerhalb der
isolierten Zellpopulation deutlich veridndert. Deshalb wurden die CD4"-T-Zellpopulationen nach
der Kultivierung mit Monozyten quantitativ und qualitativ untersucht.

Fiir die Uberpriifung des relativen Anteils der Treg bzw. Teff in der jeweiligen CD4"-T-
Zellpopulation wurden die Oberflichenmolekiile CD4 und CD25 sowie das intranukledre
Molekiil FOXP3 in 18 der durchgefiihrten Experimente durchflusszytometrisch nachgewiesen.
Nach 40-44 Stunden waren in den Kokulturen von Monozyten mit Treg im Mittel 51,1 % der
CD4"-T-Zellen CD25"FOXP3". In den Kokulturen mit Teff zeigten sich hingegen im Mittel nur
2,33 % CD25'FOXP3" CD4"-T-Zellen.

Da Treg im Gegensatz zu Teff unter CD3-Stimulation kein IL-2 produzieren, wurde die IL2-
Konzentration in den Zellkulturiiberstinden gemessen, um Treg bzw. Teff in den Kokulturen
qualitativ zu lberpriifen. Im Zellkulturiiberstand von Monozyten, die in Abwesenheit von T-
Zellen kultiviert wurden, war kein IL-2 nachweisbar. Bei drei gesunden Kontrollen und einem
unbehandelten Patienten war IL-2 in der Kokultur mit Teff, aber nicht in der Kokultur mit Treg
nachweisbar.

Bei einer gesunden Kontrolle konnte eine geringe Konzentration von IL-2 bei mit
regulatorischen T-Zellen kultivierten Monozyten nachgewiesen werden, aber auch hier war die
IL-2-Konzentration im Zellkulturiiberstand der mit Teff kultivierten Monozyten deutlich hoher.
Diese Ergebnisse zeigen, dass nach der 40-44-stiindigen Kultivierung die zu untersuchenden
T-Zellpopulationen in den jeweiligen Experimenten noch deutlich angereichert waren und somit
das verwendete in vitro-Modell fiir den differenzierten Nachweis der Wirkung von Treg und Teff

auf Monozyten geeignet ist.
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3.2.1 Einfluss von Treg auf die Differenzierung von Monozyten
3.2.1.1 Expression des Differenzierungsmolekiils CD14 auf Monozyten

CD14 spielt eine wichtige Rolle fiir das Erkennen von pathogenen Strukturen, wie z.B. LPS
gramnegativer Bakterien. Das Glykoprotein liegt membranstindig auf Monozyten vor und kann
auch als 16sliches CD14 (sCD14) freigesetzt werden. Mit zunehmender Differenzierung sinkt die
Expressionsdichte von CD14 auf der Zelloberfliche von Monozyten (87, 88).

Die untersuchten Monozyten wiesen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der basalen
Expressionsdichte von CD14 zwischen der Kontrollgruppe und den HIV-seropositiven

Patientengruppen auf.
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Abb. 4 zeigt die relative Verdnderung der Expression (MFI) von CDI14 auf Monozyten (4) bzw. der
Konzentration von sCDI14 in Zellkulturiiberstinden von Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert
wurden (B), bezogen auf die Expressionsdichte von CDI4 bzw. die Konzentration von sCDI14 im
Zellkulturiiberstand von Monozyten in Abwesenheit von T-Zellen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde
Kontrollen, naive und mit cART behandelte HIV-seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind
dargestellt als Median mit Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer
Gruppe durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, Vergleiche zwischen den drei Gruppen erfolgten
durch den Kruskal-Wallis-Test mit anschlieffendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der
Monozytenexpression nach Kultivierung mit Treg oder Teff sind tiber einer Sdule dargestellt und wurden
durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test berechnet. * = p < 0,05; ** = p< 0,01, *** =p < 0,001

Unter Anwesenheit von Teff zeigte sich eine signifikante Abnahme der CD14-Expressionsdichte
auf 33-55 % bei den Monozyten der Kontrollen und HIV-infizierten Patienten. Der Einfluss von
Treg auf die CDI4-Expression zeigte die gleiche Tendenz, war aber in allen
Untersuchungsgruppen deutlich geringer (Abb. 4A). Zwischen der Kontrollgruppe und den HIV-
seropositiven Patienten zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

Um nachzuweisen, ob es sich bei den beobachteten Verédnderungen um eine Herabregulation der

CD14-Oberflichenexpression auf Monozyten handelt oder/und um eine verstirkte Freisetzung
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des membranstindigen CD14, wurde die Konzentration von sCD14 in den Zellkulturiiberstinden
quantifiziert. Weder die Anwesenheit von Treg noch von Teff flihrte zu einer erhdhten sCD14-
Konzentration in den Zellkulturen. In den Ansdtzen mit der stdrksten Expressionsabnahme von
CD14 befand sich auch die geringste Menge an sCD14 (Abb. 4B). Daraus folgt, dass die in Abb.
4A dargestellten Verdanderungen tatsidchlich aus einer Herabregulation der Oberflichenexpression
resultieren. Im Vergleich zu Teff zeigten Treg eine geringere Wirkung auf die CDI14-
Oberflichenexpression von Monozyten und auf die Freisetzung von sCD14.

Die CD14-vermittelte Erkennung pathogener Strukturen auf Monozyten scheint demnach durch
Treg weitestgehend aufrecht erhalten zu werden. Teff bewirken hingegen, unabhidngig von einer

HIV-Infektion, eine stirkere Differenzierung von Monozyten.

3.2.1.2 Expression der anti-inflammatorischen Differenzierungsmolekiile CD163 und
CD206

Hiamoglobin-Scavenger-Rezeptoren (CD163) und Mannose-Rezeptoren (CD206) sind von
Bedeutung fiir das Erkennen von pathogenen Mikroorganismen und werden vermehrt auf der
Oberfldche von anti-inflammatorischen Monozyten exprimiert (33, 89).

Hinsichtlich der basalen Expressionsdichte der anti-inflammatorischen Differenzierungsmarker

CD163 und CD206 zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.
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Abb. 5 zeigt die relative Verdnderung der Expression (MFI) von CDI163 (A) bzw. CD206 (B) auf
Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert wurden, bezogen auf die Expressionsdichte von CDI163 bzw.
CD206 auf Monozyten in Abwesenheit von T-Zellen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen,
naive und mit cART behandelte HIV-seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind dargestellt als
Median mit Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, Vergleiche zwischen den drei Gruppen erfolgten durch den Kruskal-
Wallis-Test mit anschlieffendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach
Kultivierung mit Treg oder Teff sind iiber einer Sdule dargestellt und wurden durch den Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test berechnet. * = p < 0,05, ** = p< 0,01; *** =p < 0,001
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Treg bewirkten eine signifikante Zunahme der CD163-Expressionsdichte auf Monozyten auf 121
% in den Kontrollen und auf 117 % in behandelten HIV-seropositiven Patienten (Abb. 5A). Treg
von naiven HIV-infizierten Patienten hatten hingegen keinen signifikanten Einfluss auf die
CD163-Expression. Im Gegensatz zu den Treg hatten Teff keinen Einfluss auf CD163 in allen
Gruppen. Sowohl Treg als auch Teff verursachten eine signifikante Abnahme der CD206
Expression auf Monozyten von behandelten HIV-infizierten Patienten, nicht aber auf Monozyten
von naiven Patienten oder Kontrollpersonen (Abb. 5B).

Die Daten zeigen, dass Treg einen anti-inflammatorischen Phénotyp im Sinne einer erhdhten
CD163 Expression bei Monozyten induzieren konnen. Diese Fahigkeit geht bei einer HIV-
Infektion verloren. Unter cART konnen Treg die Expression von CD163 auf Monozyten zwar

wieder erhdhen, fithren aber auch zu einer verminderten CD206-Expression.

3.2.1.3 Expression der pro-inflammatorischen Differenzierungsmolekiile HLA-DR und
CD16

CD16 ist ein Fc-Rezeptor, tiber den IgG-Antikdrper gebunden werden kdonnen. HLA-DR spielt
eine wichtige Rolle fiir die Antigenprisentation. Beide Molekiile werden verstérkt auf pro-
inflammatorischen Monozyten und Makrophagen exprimiert (31, 87, 90).

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich der basalen

Expression von CD16 und HLA-DR.
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Abb. 6 zeigt die relative Verdnderung der Expression (MFI) von CDI16 (A) bzw. HLA-DR (B) auf
Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert wurden, bezogen auf die Expressionsdichte von CD16 bzw.
HLA-DR auf Monozyten in Abwesenheit von T-Zellen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen,
naive und mit cART behandelte HIV-seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind dargestellt als
Median mit Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test, Vergleiche zwischen den drei Gruppen erfolgten durch den Kruskal-
Wallis-Test mit anschlieffendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach
Kultivierung mit Treg oder Teff sind iiber einer Sdule dargestellt und wurden durch den Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test berechnet. * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** =p < 0,001
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Unter Anwesenheit von Treg und Teff zeigte sich eine signifikante Verminderung der CD16-
Expression auf Monozyten von gesunden Kontrollen um 11- 23 % (Abb. 6A). Hingegen hatten
weder bei den unbehandelten noch bei den behandelten HIV-seropositiven Patienten Treg oder
Teff einen vergleichbaren Einfluss auf die Expression von CD16 auf Monozyten.

Weder bei den gesunden Kontrollen noch bei den HIV-seropositiven Patienten verénderten Treg
oder Teff die Expression von HLA-DR auf Monozyten (Abb. 6B).

Daraus folgt, dass in HIV-infizierten Patienten Treg keine Reduktion der Oberflichenexpression

von CD16 induzieren konnen. Auch unter cART ist dieser Funktionsverlust nicht reversibel.

3.2.1.4 Expression des Aktivierungsmolekiils CD64 und des kostimulatorischen Molekiils
CD86

CD64 fiihrt als Fc-Rezeptor iiber die Bindung von IgG-Antikdrpern zu einer Aktivierung von
Monozyten und Makrophagen. CD86 spielt als kostimulatorisches Molekiil eine wichtige Rolle
fir die Antigenprisentation und T-Zell-Aktivierung und wird vermehrt auf pro-
inflammatorischen Monozyten exprimiert (31, 90).

Hinsichtlich der basalen Expression von CD64 und CD86 auf Monozyten waren keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen zu erkennen.
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Abb. 7 zeigt die relative Verdnderung der Expression (MFI) von CD64 (A) bzw. CD86 (B) auf Monozyten
die mit Treg oder Teff kultiviert wurden, bezogen auf die Expressionsdichte von CD64 bzw. CD86 auf
Monozyten in Abwesenheit von T-Zellen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen, naive und
mit cART behandelte HIV-seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind dargestellt als Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, Vergleiche zwischen den drei Gruppen erfolgten durch den Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieffendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach Kultivierung mit
Treg oder Teff sind iiber einer Sdule dargestellt und wurden durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
berechnet. * =p < 0,05, ** = p<0,01; ***=p < 0,001
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Die CD64-Expression auf Monozyten von gesunden Kontrollen zeigte sowohl unter
Anwesenheit von Treg wie auch Teff eine signifikante Abnahme auf 71-73 % (Abb. 7A). Dieser
Effekt zeigte sich tendenziell auch bei naiven HIV-seropositiven Patienten, erreichte jedoch

keine statistische Signifikanz.

Treg oder Teff hatten in allen Untersuchungsgruppen keinen signifikanten Einfluss auf die
Expressionsdichte von CD86 auf Monozyten, jedoch wiesen die mit Treg kultivierten
Monozyten von Kontrollen und behandelten Patienten eine signifikant niedrigere Expression auf
als die mit Teff kultivierten Monozyten (Abb. 7B). Tendenziell zeigte sich eine Treg-induzierte
Herabregulation des Molekiils in diesen beiden Untersuchungsgruppen, nicht aber in naiven
HIV-infizierten Patienten. Treg kdnnen bei gesunden Kontrollen die Oberfldchenexpression von
CD64 und tendenziell auch CD86 auf Monozyten vermindern, d.h. die Monozyten- und T-Zell-
Aktivierung hemmen. Diese Wirkung scheint in naiven und behandelten HIV-infizierten

Patienten eingeschriankt zu sein.

3.2.1.5 Expression der inflammatorischen und intestinalen Migrations-Molekiile CXCR3,
CX3CR1, CCR2 und Integrin-7

Die Chemokinrezeptoren CXCR3, CX3CRI und CCR2 sowie der Transmembranrezeptor
Integrin-B7 konnen, u.a. iiber die Bindung der Chemokine CXCL9, CXCL10, CXCLII und
CX3CL1, eine Migration von Immunzellen in intestinale Regionen und inflammatorisches

Gewebe vermitteln (91, 92).
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Abb. 8: Dargestellt ist die basale Expression (MFI) von CXCR3 auf 40-44 Stunden kultivierten
Monozyten von gesunden Kontrollen, naiven und mit cART behandelten HIV-seropositiven Patienten. Die
Daten sind dargestellt als Median mit Interquartilsabstand. Statistische Vergleiche wurden mit dem
Kruskal-Wallis-Test und anschlieffendem Dunn-Test durchgefiihrt.
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Auf den Monozyten der naiven HIV-seropositiven Patienten zeigte sich eine basale MFI von
CXCR3 von 26 (Abb. 8). Diese war 44 % hoher als die basale Expression (MFI 18) der
Monozyten der gesunden Kontrollen. Dies spricht dafiir, dass in der unbehandelten HIV-
Infektion CXCR3 an einer vermehrten Migration von Monozyten in entziindetes Gewebe
beteiligt ist.

Die basale Expression von CX3CRI1, Integrin-f7 und CCR2 zeigte hingegen keine signifikanten

Unterschiede zwischen den gesunden Kontrollen und den HIV-seropositiven Patienten.
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Abb. 9 zeigt die relative Verdnderung der Expression (MFI) von CXCR3 (4), CX3CRI1 (B), Integrin-f7
(C) bzw. CCR2 (D) auf Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert wurden, bezogen auf die
Expressionsdichte von CXCR3, CX3CRI1, Integrin-f7 bzw. CCR2 auf Monozyten in Abwesenheit von T-
Zellen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen, naive und mit cART behandelte HIV-
seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind dargestellt als Median mit Interquartilsabstand. Die
statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test,
Vergleiche zwischen den drei Gruppen erfolgten durch den Kruskal-Wallis-Test mit anschliefendem
Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach Kultivierung mit Treg oder Teff
sind iiber einer Sdule dargestellt und wurden durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test berechnet. * = p
<0,05; *¥* =p<0,01; *** =p < 0,001
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Sowohl bei den gesunden Kontrollen als auch bei den naiven HIV-seropositiven Patienten
bewirkten Treg und Teff einen Anstieg der Expression von CXCR3 um 26-41 % (Abb. 9A).
Dieser Effekt war tendenziell auch bei den behandelten Patienten bei Kultivierung mit Teff
sichtbar, war jedoch statistisch nicht signifikant. Zwischen den Untersuchungsgruppen zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede.

Die Expression von CX3CR1 auf Monozyten von gesunden Kontrollen und den mit cART
behandelten HIV-seropositiven Patienten war nach Kultivierung mit Treg tendenziell hoher als
nach Kultivierung mit Teff, es zeigten sich aber keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Kontrollen und den Patienten (Abb. 9B).

Treg oder Teff hatten in allen drei Untersuchungsgruppen keinen statistisch signifikanten
Einfluss auf die Expression von CCR2 oder Integrin-B7 (Abb. 9C, 9D). Auf den Monozyten der
behandelten HIV-seropositiven Patienten zeigte sich unter Anwesenheit von Treg lediglich eine
tendenziell erhdhte Expression von Integrin-7 (Abb. 9C).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Treg und Teff von gesunden Kontrollpersonen und naiven HIV-
infizierten Patienten die CXCR3-Expression auf Monozyten gleichermalen erhéhen und
unabhingig von einer HIV-Infektion keinen signifikanten Einfluss auf die Oberflachen-

expression der Migrations-Molekiile CX3CR1, Integrin-f7 und CCR2 auf Monozyten haben.

3.2.1.6 Expression der HIV-Korezeptoren CCRS und CXCR4

CCRS und CXCR4 sind als Chemokinrezeptoren an der Migration von Immunzellen beteiligt
und stellen die beiden wichtigsten Korezeptoren fiir die HIV-Infektion von CD4"-T-Zellen und

Monozyten dar (93).
CCR5
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Abb. 10: Dargestellt ist die basale Expression (MFI) von CCRS auf 40-44 Stunden kultivierten
Monozyten von gesunden Kontrollen, naiven und mit cART behandelten HIV-seropositiven Patienten. Die
Daten sind dargestellt als Median mit Interquartilsabstand. Statistische Vergleiche wurden mit dem
Kruskal-Wallis-Test und anschliefendem Dunn-Test durchgefiihrt.

*=p <005 **=p<0,01; ***=p<0,001
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Basal zeigte sich eine um ca. 64 % signifikant hohere Expression von CCRS auf Monozyten von
naiven HIV-seropositiven Patienten verglichen mit den Monozyten der gesunden Kontrollen

(Abb. 10). Hinsichtlich der CXCR4-Expression zeigte sich dies hingegen nicht.
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Abb. 11 zeigt die relative Verdnderung der Expression von CCRS5 (A) bzw. CXCR4 (B) auf Monozyten die
mit Treg oder Teff kultiviert wurden, bezogen auf die Expressionsdichte von CCRS bzw. CXCR4 auf
Monozyten in Abwesenheit von T-Zellen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen, naive und
mit cART behandelte HIV-seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind dargestellt als Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, Vergleiche zwischen den drei Gruppen erfolgten durch den Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieffendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach Kultivierung mit
Treg oder Teff sind iiber eciner Sdule dargestellt und wurden durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
berechnet. * = p < 0,05; ** =p< 0,01; *** =p < 0,001

Die Anwesenheit von Treg fiihrte bei gesunden Kontrollen tendenziell zu einer vermehrten
Expression von CCRS5 auf Monozyten, welche jedoch nicht signifikant war (Abb. 11A).
Zwischen den gesunden Kontrollen und den Patienten zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede.

Teff bewirkten auf Monozyten der gesunden Kontrollen eine signifikante Abnahme der
Expression von CXCR4 um 12 % (Abb. 11B). Bei den naiven Patienten zeigte sich keine
Abnahme der Expression nach Zugabe von Teff aber eine signifikante Zunahme der Expression
von CXCR4 auf 121 % bei Anwesenheit von Treg.

Dies zeigt, dass Treg bei naiven HIV-seropositiven Patienten die Expression des HIV-
Korezeptors CXCR4 auf Monozyten erhohen kdnnen und sich dieser Einfluss unter cART

wieder normalisiert.
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3.2.2 Untersuchung der Zytokinkonzentration in den Zellkulturiiberstinden der
Kokulturen mit Monozyten und T-Zellen

Um den Einfluss von Treg im Vergleich zu Teff auf die Sekretion von Zytokinen und
Chemokinen von Monozyten zu bestimmen, wurden Multiplex-Analysen in den
Zellkulturiiberstinden wie in Kap. 2.7 beschrieben durchgefiihrt.

In den Monozyten-Monokulturen zeigten sich bei keinem der untersuchten Zytokine (IL-18, IL-
6, TNF-a, IL-10, CCL2, CCL4, CCL5 und CX3CL1) signifikante Unterschiede zwischen den
gesunden Kontrollen und den naiven oder mit cART behandelten HI'V-seropositiven Patienten.
Die Konzentration der folgenden Zytokine konnte nicht ermittelt werden, da sich der gemessene
Wert nicht im Bereich der Standardkurve befand: IFN-y, IP-10, IL-4, CXCLS, IL-12p70.

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei Anwesenheit von Treg oder Teff zwischen
den gesunden Kontrollen und den HIV-seropositiven Patienten hinsichtlich der Sekretion von
CXCLO.

Im Folgenden sind die Ergebnisse der untersuchten Zytokine dargestellt, fiir die eine Modulation

durch Treg nachgewiesen werden konnte.

3.2.2.1 Konzentration der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1p, IL-6, TNF-o und des
regulatorischen Zytokins IL-10 in Zellkulturiiberstinden nach Kokultivierung mit
Monozyten und T-Zellen

Die pro-inflammatorischen Zytokine IL-6, TNF-o und IL-1 werden von Monozyten und
Makrophagen sezerniert, um entziindliche Immunantworten zu stimulieren. IL-10 kann ebenfalls

von Monozyten und Makrophagen sezerniert werden und wirkt anti-inflammatorisch (90).
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Abb. 12 zeigt die relative Verdnderung der Konzentration der Zytokine IL-6 (4), TNF-a (B), IL-15 (C)
und IL-10 (D) in Zellkulturiiberstinden von Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert wurden bezogen
auf Monozytenmonokulturen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen, naive und mit cART
behandelte HIV-seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind dargestellt als Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, Vergleiche zwischen den drei Gruppen erfolgten durch den Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieffendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach Kultivierung mit
Treg oder Teff sind iiber einer Sdule dargestellt und wurden durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
berechnet.* = p < 0,05; ** = p< 0,01, ***=p < 0,001

In gesunden Kontrollen erhdhten Teff sowohl die Sekretion des anti-inflammatorischen IL-10
(Abb. 12D) als auch die Sekretion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1 (Abb. 12C) und
hatten dabei keinen Einfluss auf die Sekretion von IL-6 oder TNF-a (Abb. 12A, B). Treg
hingegen erhohten die Sekretion von IL-10 (Abb. 12D) aber nicht die von IL-1f (Abb. 12C) und
supprimierten gleichzeitig die Sekretion von IL-6 und TNF-a um 42 bzw. 48 % (Abb. 12A, B).
Dies zeigt, dass Treg in gesunden Personen das inflammatorische Gleichgewicht von Monozyten
in Richtung anti-inflammatorisches Zytokinprofil verdndern. Im Gegensatz dazu zeigte sich

unter Einfluss von Treg aus naiven HIV-seropositiven Patienten keine Suppression der Sekretion
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von IL-6 oder TNF-a bei zugleich verstirkter IL-1p-Sekretion (Abb. 12A, B, C). Dies deutet
darauf hin, dass Treg in HIV-infizierten Patienten ihre anti-inflammatorische Wirkung auf
Monozyten verlieren. Unter cART blieb dieser Defekt teilweise erhalten. Zwar normalisierte sich
die Produktion von IL-1B (Abb. 12C) in den behandelten Patienten, Treg blieben aber unfihig
die Sekretion von IL-6 und TNF-a herab zu regulieren (Abb. 12A, B).

3.2.2.2 Konzentration der Chemokine CCL2, CCL4, CCLS5 und CX3CL1 in
Zellkulturiiberstinden nach Kokultivierung mit Monozyten und T-Zellen

Die Chemokine CCL2, CCL4, CCL5 und CX3CL1 induzieren eine Migration von Immunzellen

in entzlindetes Gewebe und sind mit pro-inflammatorischen Immunreaktionen assoziiert (90).
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Abb. 13 zeigt die relative Verdnderung der Konzentration der Chemokine CCL2 (4), CCL4 (B), CCL5 (C)
und CX3CL1 (D) in Zellkulturiiberstinden von Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert wurden
bezogen auf Monozytenmonokulturen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen, naive und mit
CcART behandelte HIV-seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind dargestellt als Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte innerhalb einer Gruppe durch den Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test, Vergleiche zwischen den drei Gruppen erfolgten durch den Kruskal-Wallis-Test mit
anschlieffendem Dunn-Test. Signifikante Unterschiede in der Monozytenexpression nach Kultivierung mit
Treg oder Teff sind iiber einer Sdule dargestellt und wurden durch den Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
berechnet. * = p < 0,05; ** =p< 0,01; *** =p < 0,001
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Wihrend Treg bei gesunden Kontrollen keinen Einfluss auf die Monozyten-Sekretion von
CCL2, CCL4, CCLS5 und CX3CLI hatten (Abb. 13), induzierten sie bei unbehandelten HIV-
infizierten Patienten die Sekretion von CCL4 und tendenziell CCL5 (Abb. 13B, C). Unter der
Behandlung mit cART normalisierte sich dieser Effekt wieder (Abb. 13 B,C). Zwischen den

Gruppen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

53



3.3 Untersuchung der Phagozytoseaktivitit von Monozyten im Blut und
intestinalen Makrophagen von HIV-seropositiven Patienten und HIV-
seronegativen Kontrollen

Um Monozyten und Makrophagen von HIV-seropositiven Patienten funktionell zu untersuchen,

wurde die Phagozytoseleistung gemessen. Es wurden naive und mit cART behandelte HIV-

seropositive Patienten sowie gesunde Kontrollen verglichen. Zum einen erfolgte eine Messung
der Phagozytoseleistung der Monozyten im Vollblut. Zum anderen wurden Makrophagen aus

duodenalen Darmbiopsien isoliert und anschliefend ein Phagozytosetest mittels pHrodo wie im

Kap. 2.3.2 und 2.6.3 beschrieben durchgefiihrt. Zur Auswertung wurde der Phagozytotische

Index, der Quotient aus der gemessenen MFI bei 37 °C geteilt durch die MFI bei 0 °C,

betrachtet. Es konnten keine Duodenalbiopsien von mit cART behandelten HIV-seropositiven

Patienten gewonnen werden.
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Abb. 14 zeigt die Phagozytoseleistung von Monozyten aus dem Blut (4) bzw. Makrophagen aus dem
Duodenum (B) gesunder Kontrollen, naiver und mit cART behandelter HIV-seropositiver Patienten. Die
Phagozytoseleistung ist angegeben als Phagozytotischer Index, dem Quotienten aus der gemessenen MFI
bei 37 °C geteilt durch die MFI bei 0 °C. Die Daten sind dargestellt als Median mit Interquartilsabstand.
Die statistische Analyse erfolgte durch den Kruskal-Wallis-Test mit anschliefsendem Dunn-Test bzw. den
Mann-Whitney-U-Test. * =p < 0,05; ** = p< 0,01; *** =p < 0,001

Bei der Untersuchung von Monozyten im Blut zeigte sich eine verminderte Phagozytosefédhigkeit
bei naiven HIV-seropositiven Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Unter cART
normalisierte sich die Phagozytoseleistung wieder (Abb. 14A). Bei den naiven HIV-
seropositiven Patienten zeigte sich ebenfalls eine verminderte Phagozytoseleistung der

Makrophagen aus dem Duodenum im Vergleich zu den gesunden Kontrollen (Abb. 14B).
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3.4 Einfluss von Treg auf die Phagozytoseleistung von Monozyten

Es sollte untersucht werden, ob Treg die Phagozytoseleistung von Monozyten beeinflussen und
z.B. zu der in Kap. 3.3 beschriebenen verringerten Phagozytose von Monozyten in HIV-
infizierten Personen beitragen konnen. Fiir den Nachweis der Phagozytoseaktivitit wurden
fluoreszenzgekoppelte Latexpartikel eingesetzt, die im Gegensatz zu dem in Kap. 3.3
verwendeten System, pHrodo, ihre Emissionsintensitit im Verlauf des Phagozytoseprozesses
nicht verdndern. Im Rahmen der Etablierungsarbeiten wurde deshalb zunéchst
fluoreszenzmikroskopisch gepriift, ob die in Kap. 2.6.1 beschriebene Versuchsdurchfiihrung eine
Phagozytose durch Monozyten gewihrleistet.

3.4.1 Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der Phagozytoseleistung von Monozyten
mit Latexpartikeln

Nach der in Kap. 2.6.1 beschriebenen Phagozytoseuntersuchung mit Latexpartikeln wurden
Zytospins durchgefiihrt und mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops Bilder von Monozyten von
HIV-seronegativen Kontrollen angefertigt. Monozyten phagozytieren bei Korpertemperatur, also
37 °C, sind auf Eis, bei 0 °C, aber inaktiv. Deshalb wurde als Negativkontrolle ein Versuch bei 0
°C durchgefiihrt.
A

0°C 37°C
Abb. 15 zeigt fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von 40 Stunden lang kultivierten Monozyten nach
der Durchfiihrung eines Phagozytosetests mit Latexpartikeln bei 0 °C (4) und bei 37 °C (B). Die
Zellkerne wurden mit DAPI angefirbt und das Zytoskelett iiber die Fdrbung von Aktin durch Phalloidin
sichtbar gemacht.
Im Gegensatz zum Kontrollansatz bei 0 °C fanden sich im Testansatz bei 37 °C Latexpartikel im
zytoplasmatischen Bereich der Monozyten (Abb. 15). Da es sich um 2D-Aufnahmen handelt,

kann optisch nicht unterschieden werden, ob die Partikel von den Monozyten aufgenommen
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wurden oder von auflen an deren Zellmembran haften. Im Kontrollansatz zeigten sich aber keine
Partikel im zytoplasmatischen Bereich, was fiir eine aktive Aufnahme der Partikel durch die
Monozyten bei 37 °C spricht. Zusidtzlich wurden in beiden Ansitzen extrazelluldre Partikel
gefunden. Diese stammen moglicherweise aus beschddigten Monozyten. Frithere Experimente
unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass in vitro-kultivierte Monozyten wéhrend der
Anfertigung von Zytospins zum Teil zerstort werden. Es ist aber auch moglich, dass nicht alle
der nicht-internalisierten Partikel in den durchgefiihrten Waschschritten entfernt wurden. Um die
Ergebnisse zur Phagozytoseleistung durch solche freien Partikel nicht zu verfalschen, wurde der
Quotient aus der gemessenen MFI bei 37 °C geteilt durch die MFI bei 0 °C gebildet, der
Phagozytotische Index.

3.4.2 Durchflusszytometrische Untersuchung der Phagozytoseleistung von Monozyten mit
Latexpartikeln

Um den Einfluss von Treg auf die Phagozytoseleistung von Monozyten zu untersuchen, wurde
nach 40-44-stiindiger Kokultivierung der Monozyten mit Treg oder Teff ein Phagozytosetest mit
Latexpartikeln durchgefiihrt. Da nicht immer eine ausreichende Anzahl Zellen, insbesondere
Treg, aus dem Blut isoliert werden konnte, war die Durchfiihrung eines Phagozytosetests nicht

bei jedem der in den vorherigen Abbildungen dargestellten Patienten moglich.
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Abb. 16 zeigt die relative Verdnderung der Phagozytoseleistung (angegeben als Phagozyotischer Index =
MFI bei 37 °C / MFI bei 0 °C) von Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert wurden bezogen auf
Monozytenmonokulturen (entspricht 100 %). Es wurden gesunde Kontrollen, naive und mit cART
behandelte HIV-seropositive Patienten verglichen. Die Daten sind dargestellt als Median mit
Interquartilsabstand. Signifikanzen wurden innerhalb einer Gruppe durch den Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test oder zwischen den drei Gruppen durch den Kruskal-Wallis-Test mit anschliefSendem Dunn-Test
berechnet. * = p < 0,05; ** =p< 0,01; *** =p < 0,001

Unabhéngig von einer HIV-Infektion hatte die Anwesenheit von Treg oder Teff keinen

signifikanten Einfluss auf die Phagozytoseleistung der Monozyten (Abb. 16).
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3.5 Geschlechtsspezifische phanotypische und funktionelle Unterschiede von
Monozyten nach Kokultivierung mit T-Zellen
Wiéhrend der Durchfiihrung dieser Arbeit deuteten einige Ergebnisse auf Unterschiede zwischen
ménnlichen und weiblichen Kontrollpersonen hinsichtlich des Einflusses von Treg und Teff auf
Monozyten hin.
Deshalb wurden die Daten von acht ménnlichen und sechs weiblichen gesunden Probanden
verglichen um mogliche geschlechtsspezifische phanotypische und funktionelle Unterschiede in
der Wirkung von Treg auf Monozyten zu untersuchen. Die Kultivierung der Monozyten erfolgte
wie in Kap 2.4 beschrieben ohne T-Zell-Kontakt oder mit autologen Treg bzw. Teft.
Im Folgenden sind die signifikanten phanotypischen und funktionellen Unterschiede dargestellt.
Hinsichtlich der basalen Oberflichenexpression von CD14, CD206, HLA-DR, CD86, CCR2,
CD64, CD16, CCRS und CXCR3 auf Monozyten ohne T-Zellkontakt zeigten sich keine
signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede. Nach Kultivierung mit Treg bzw. Teff
zeigten sich hinsichtlich der Oberflichenexpression von HLA-DR, CD86, CD16, CD64,
CX3CRI und Integrin-B7 bzw. der Konzentration im Zellkulturiiberstand von CCL2, CCL4 und
CXCL9 keine signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede, die Ergebnisse sind nicht
dargestellt.
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3.5.1 Phinotypische geschlechtsspezifische Unterschiede
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Abb. 17 zeigt die relative Verdnderung der Expression der Oberflichenmolekiile CD14 (4), CD206 (B),
CDI163 (C), CXCR3 (D), CCR5 (E), CXCR4 (F) und CCR2 (G) auf Monozyten von Mdnnern (m) bzw.
Frauen (w) die mit autologen Treg oder Teff kultiviert wurden, bezogen auf Monozyten in Abwesenheit
von T-Zellen. Die Daten sind dargestellt als Median mit Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung
erfolgte mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests (Vergleich zwischen zwei Gruppen) und des Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test (Vergleich innerhalb einer Gruppe). * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** =p < 0,001
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Abb. 18 zeigt die basale Expression (MFI) von CD163 (A), Integrin-fi7 (B), CX3CRI (C) und CXCR4 (D)
auf Monozyten von Mdnnern (m) bzw. Frauen (w) sowie die relative Verdnderung der Konzentration von
sCD14 in Zellkulturiiberstinden von Monozyten die mit autologen Treg oder Teff kultiviert wurden
bezogen auf Monozytenmonokulturen (E). Die Daten sind dargestellt als Median mit
Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Mann-Whitney-Tests (Vergleich

zwischen zwei Gruppen) und des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (Vergleich innerhalb einer Gruppe). *
=p<0,05; **=p<0,01; ¥**=p<0,001

Basal sowie unter Anwesenheit von Treg zeigten sich keine Unterschiede hinsichtlich der CD14
Expression auf Monozyten von Maénnern und Frauen. Teff fithrten zu einer signifikant
verminderten Expression von CD14 auf den Monozyten der ménnlichen und tendenziell auch der

weiblichen Probanden (Abb. 17A).
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Die in den Kulturiiberstinden nachgewiesenen sCD14-Konzentrationen sprechen dafiir, dass dies
in beiden Untersuchungsgruppen nicht durch eine verstirkte Freisetzung von membranstindigem
CD14 verursacht wurde, da weder Treg noch Teff zu einer erhohten Konzentration von sCD14
fithrten (Abb. 18E).

Monozyten von minnlichen Probanden zeigten eine fast doppelt so hohe basale Expression des
anti-inflammatorischen Molekiils CD163 (Abb. 18A) sowie eine weitere signifikante Erh6hung
der Expression auf Monozyten um 24 % durch Treg (Abb. 17C). Bei Frauen zeigte sich dieser
Effekt nicht. Das deutet daraufhin, dass Treg bei Ménnern aber nicht bei Frauen eine anti-
inflammatorische Differenzierung von Monozyten induzieren kdnnen.

Monozyten von Miénnern scheinen ein hoéheres Migrationspotential in inflammatorisches
Gewebe zu haben, was sich in einer jeweils um etwa 50 % signifikant hoheren basalen
Expression von CX3CR1 und Integrin-B7 verglichen mit Monozyten von Frauen zeigt (Abb.
18B, C). Diese Expression konnte durch Treg nicht beeinflusst werden. Treg fiihrten allerdings,
wie Teff, zu einer vermehrten Expression des inflammatorischen Migrationsmolekiils CXCR3
bei Ménnern (Abb. 17D). Dieser Effekt war bei den Monozyten von Frauen nicht sichtbar.

Auch scheinen Unterschiede hinsichtlich der Expression und Regulation der HIV-Korezeptoren
CCRS und CXCR4 zu bestehen. Die basale Expression von CXCR4 war signifikant hdher bei
Monozyten von Mainnern (Abb. 18D), hinsichtlich CCRS5 zeigten sich keine basalen
Unterschiede zwischen Ménnern und Frauen.

Wihrend Treg von Ménnern die Monozyten-Expression von CCRS erhdhten, hatten Treg von
Frauen keinen Einfluss auf die Expression der HIV-Korezeptoren CCRS und CXCR4 (Abb. 17E,
F). Teff von Ménnern regulierten die CXCR4-Expression auf Monozyten herab (Abb, 17F), Teff
von Frauen hingegen reduzierten die Monozyten-Expression von CCRS5 (Abb. 17E). Dies spricht
dafiir, dass zwischen Ménnern und Frauen Unterschiede beziiglich der Regulation dieser beiden

Rezeptoren auf Monozyten existieren.
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3.5.2 Funktionelle geschlechtsspezifische Unterschiede
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Abb. 19 zeigt die relative Verdnderung der Konzentration der Zytokine IL-6 (4), TNF-a (B), IL-1§ (C),
CX3CLI (D), IL-10 (E) und CCLS5 (F) in Zellkulturiiberstinden von Monozyten von Mdnnern (m) bzw.
Frauen (w) die mit autologen Treg oder Teff kultiviert wurden, bezogen auf Monozytenmonokulturen. Die
Daten sind dargestellt als Median mit Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe
des Mann-Whitney-Tests (Vergleich zwischen zwei Gruppen) und des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
(Vergleich innerhalb einer Gruppe). * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** =p < 0,001
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Abb. 20 zeigt die Konzentration der Zytokine IL-6 (A), TNF-a (B), IL-1f (C) und IL-10 (D) in
Zellkulturiiberstinden  von  Monozytenmonokulturen  sowie die relative Verdnderung  der
Phagozytoseleistung (angegeben als Phagozyotischer Index = MFI bei 37 °C / MFI bei 0 °C) von
Monozyten die mit Treg oder Teff kultiviert wurden bezogen auf Monozytenmonokulturen (E). Die Daten
sind dargestellt als Median mit Interquartilsabstand. Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des
Mann-Whitney-Tests (Vergleich zwischen zwei Gruppen) und des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
(Vergleich innerhalb einer Gruppe). * = p < 0,05; ** = p< 0,01; *** =p < 0,001
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In beiden Untersuchungsgruppen hatten Treg keinen Einfluss auf die CCL5-Sekretion (Abb.
19F), supprimierten jedoch wie auch Teff bei den weiblichen Probanden die Sekretion von
CX3CLI (Abb. 19D). Teff erhohten bei ménnlichen Probanden die Sekretion von CCLS5 (Abb.
19F).

Unabhéngig vom Einfluss von T-Zellen wurden sowohl das regulatorische Zytokin IL-10 wie
auch die beiden pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a signifikant stirker von
Monozyten von Ménnern als von Frauen sezerniert (Abb. 20A, B, D).

Treg induzierten bei Monozyten von ménnlichen Probanden die Sekretion des regulatorischen
Zytokins IL-10 (Abb. 19E) und supprimierten zugleich die pro-inflammatorischen Zytokine IL-6
und TNF-a (Abb. 19A, B).

Bei den Monozyten der weiblichen Probanden wurde eine &hnliche Tendenz beobachtet, diese
war statistisch jedoch nicht signifikant. Treg hatten bei beiden Geschlechtern keinen Einfluss auf
die Konzentration von IL-1p (Abb. 19C).

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Funktion der Treg, die inflammatorische
Immunantwort der Monozyten zu regulieren, bei Frauen weniger ausgepragt ist als bei Mannern.
Es zeigten sich keine signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede hinsichtlich der

Phagozytoseleistung von Monozyten nach alleiniger oder Kokultivierung mit Treg oder Teff.
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4. Diskussion

4.1 Etablierung eines in vitro-Modells zur Wirkung von Treg auf Monozyten
in der HIV-Infektion
Die chronische HIV-Infektion ist gekennzeichnet durch eine systemische Immunaktivierung und
das vermehrte Aufireten Entziindungs-assoziierter Erkrankungen, auch unter der Behandlung mit
cART. Hierflir scheinen Monozyten und Makrophagen, welche in der HIV-Infektion vermehrt
eine inflammatorische Differenzierung aufweisen, eine bedeutende Rolle zu spielen. Die
Monozyten von HIV-seropositiven Patienten produzieren vermehrt pro-inflammatorische
Zytokine wie IL-6 und zeigen eine erhdhte Expression der Aktivierungs-assoziierten Molekiile
wie HLA-DR oder CD16. Diese Verdnderungen sind unter cART nur teilweise reversibel (7, 94).
Normalerweise kdnnen Treg immunregulatorisch wirken und tiberschieBende Immunantworten
begrenzen sowie eine anti-inflammatorische Differenzierung von Monozyten bewirken (61).
Es ist bisher allerdings noch nicht gezeigt worden, ob Treg auch in der HIV-Infektion ihre
regulatorische Wirkung auf Monozyten ausiiben konnen.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte ein in vitro-Modell zum Nachweis der Wirkung von
Treg auf Monozyten erfolgreich etabliert werden. In diesem Modell wird in Kokulturen eine
deutliche Anreicherung bzw. Depletion von Treg erreicht, sodass Unterschiede in der Wirkung
von Treg auf Monozyten im Vergleich zu Teff unter definierten Bedingungen nachgewiesen

werden konnen.

4.2 Wirkung von Treg auf die Differenzierung von Monozyten in der HIV-
Infektion

In dem etablierten Modell wurde die Wirkung von Treg auf die Differenzierung von Monozyten
bei gesunden HIV-negativen Probanden im Vergleich zu naiven und mit cART behandelten HIV-
seropositiven Patienten anhand verschiedener phénotypischer und funktioneller Parameter
untersucht.

Es ist bekannt, dass mit zunehmender Differenzierung von Monozyten die Expressionsdichte von
CD14 sinkt, welches eine wichtige Rolle fiir das Erkennen von pathogenen Strukturen wie z.B.
LPS spielt (87, 88). In den durchgefiihrten Kokulturen der gesunden HIV-negativen Kontrollen
zeigte sich, dass Treg im Gegensatz zu Teff die Oberfldchenexpression von CD14 weniger stark
reduzieren (Abb. 4A). Dies deutet darauf hin, dass die CD14-vermittelte Monozyten-Erkennung

pathogener Strukturen durch Treg aufrecht erhalten werden kann.
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Anhand verschiedener Oberflichenmolekiile sowie der Zytokin-Sekretion konnen pro- und anti-
inflammatorische Monozyten und Makrophagen unterschieden werden. Typisch fiir eine anti-
inflammatorische Differenzierung ist die vermehrte Expression der Oberflichenmolekiile CD163
und CD206 (33, 89). CD16 und HLA-DR werden hingegen verstérkt auf pro-inflammatorischen
Monozyten und Makrophagen (31, 87, 90) exprimiert. Monozyten und Makrophagen kdnnen
iiber die Oberfldchenproteine CD64 Makrophagen sowie liber CD86 kostimulatorisch T-Zellen
aktivieren und so pro-inflammatorisch wirken (31, 90).

In den durchgefiihrten Kokulturversuchen zeigte sich, dass Treg von gesunden Kontrollen einen
anti-inflammatorischen Phénotyp im Sinne einer erhdhten CD163 sowie einer verminderten
CD16 Expression induzieren konnen (Abb. 5A, 6A). Auch fiihrten Treg zumindest in der
Tendenz zu einer verringerten Expression von CD64 und CD86 auf den Monozyten (Abb. 7).
Zusitzlich verringerten Treg bei den Monozyten der gesunden Kontrollen die Sekretion der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a und induzierten zugleich eine vermehrte Sekretion
des anti-inflammatorischen Zytokins IL-10 (Abb. 12A, B, D).

Da die Zytokine nicht intrazelluldr sondern in den zellfreien Kulturiiberstinden gemessen
wurden, kann nicht ausgeschlossen werden, dass sie auch zum Teil von den CD4'-T-Zellen
sezerniert wurden. Fiir die hier untersuchten Zytokine TNF-a, IL-6, IL-1p und IL-10 ist jedoch
bekannt, dass sie von CD4'-T-Zellen im Vergleich zu Monozyten nur geringfligig produziert
werden (67). Darliber hinaus kann eine verminderte Zytokinkonzentration, wie sie fiir IL-6 und
TNF-a in Anwesenheit von Treg nachgewiesen wurde, nur Folge einer verminderten
Zytokinsekretion durch Monozyten sein, da die Daten immer relativ bezogen auf die
Monozytenmonokulturen ausgewertet wurden. Es muss sich hier demnach um eine Treg-
induzierte Suppression der pro-inflammatorischen Zytokinsekretion von Monozyten handeln.
Die nachgewiesene erhohte Konzentration von IL-10 hingegen kann teilweise auch auf eine
Sekretion von Treg zuriickzufiihren sein.

Insgesamt zeigen die Befunde, dass Treg von HIV-seronegativen Kontrollpersonen die Fihigkeit
haben Monozyten zu modulieren, indem sie einen anti-inflammatorischen Phanotyp induzieren
und die pro-inflammatorische Zytokinsekretion supprimieren.

Die Ergebnisse bestétigen teilweise eine Arbeit von Tiemessen et al. (61). Neben der Steigerung
der Expression von CD163 auf Monozyten durch Treg konnten Tiemessen et al. eine
Verringerung der Expression von HLA-DR und CD86 sowie eine Steigerung der Expression von

CD206 auf Monozyten durch Treg nachweisen. Diese Ergebnisse zeigten sich in den hier
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gezeigten Daten nicht bzw. bei CD86 nur tendenziell (Abb. 7B). Moglicherweise spielt die
Auswahl der Probanden, v.a. in Hinblick auf Geschlecht und Alter, oder methodische
Unterschiede hierfiir eine Rolle. Auch wurden von Tiemessen et al. in der Auswertung direkt die
gemessenen MFI-Mittelwerte verglichen. Hingegen sind die hier gezeigten Daten immer als
prozentuale Verdnderung der mit autologen Treg bzw. Teff kultivierten Monozyten bezogen auf
die Monozyten ohne Kontakt zu T-Zellen angegeben, wodurch die bei immunologischen
Untersuchungen typischen interindividuellen Schwankungen reduziert werden.

Die Daten von Tiemessen et al. deuten ebenfalls darauthin, dass Treg ein anti-inflammatorisches
Zytokinprofil mit einer verminderten Sekretion pro-inflammatorischer Zytokine wie I1L-6, TNF-
o, IL-1B und IL-8 und einer vermehrten Sekretion anti-inflammatorischer Zytokine wie IL-10
bei Monozyten induzieren. Eine Treg-vermittelte Zunahme der Sekretion von IL-10 durch

Monoyzten konnte ebenfalls von Kwon et al. gezeigt werden (67).

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals umfassend der Einfluss von Treg auf Monozyten HIV-
infizierter Personen untersucht. Die Expression von CD14 und damit wahrscheinlich die CD14-
vermittelte Monozyten-Erkennung pathogener Strukturen konnte auch bei den HIV-seropositiven
Patienten, unabhéngig von einer antiretroviralen Therapie, durch Treg weitestgehend aufrecht
erhalten werden (Abb. 4A). Im Gegensatz zu den Treg gesunder Kontrollen konnten Treg von
naiven HIV-seropositiven Patienten aber weder die Expression des anti-inflammatorischen
Oberflaichenmolekiils CD163 erhohen (Abb. 5A) noch die des pro-inflammatorischen
Oberflaichenmolekiils CD16 senken (Abb. 6A). Auch unter cART erhohten Treg zwar die
Expression des anti-inflammatorischen Molekiils CD163 (Abb. 5A), verminderten aber zugleich
die CD206-Expression (Abb. 5B) und hatten keinen Einfluss auf die Expression von CD16 (Abb.
6A).

Auch deuten die Daten daraufhin, dass die pro-inflammatorische Féhigkeit der Monozyten
T-Zellen mittels CD64 und CD86 zu stimulieren durch Treg in der HIV-Infektion nicht
signifikant eingeschrankt wird sondern erhalten bleibt (Abb. 7).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Treg die Féhigkeit einen anti-inflammatorischen Phénotyp zu
induzieren in der HIV-Infektion verlieren. Gleichzeitig ist die Féhigkeit, die pro-
inflammatorische Zytokinproduktion von Monozyten zu supprimieren in der HIV-Infektion
eingeschriankt. So waren Treg in der unbehandelten HIV-Infektion nicht in der Lage, die

Sekretion von IL-6 und TNF-a zu supprimieren und fiihrten sogar ebenso wie Teff zu einer
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vermehrten Sekretion von IL-18 (Abb. 12A, B, C). Unter cART normalisierte sich zwar die IL-
1B Sekretion, IL-6 und TNF-o konnten aber weiterhin nicht supprimiert werden (Abb. 12A, B,
O).

Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass Treg von HIV-infizierten Personen die
Féhigkeit, die pro-inflammatorische Aktivitit von Monozyten zu supprimieren, verlieren und
diese auch unter cART nicht vollstindig zuriick erlangen. Dies kann von grofler klinischer
Bedeutung sein, da eine pro-inflammatorische Differenzierung von Monozyten und
Makrophagen in der HIV-Infektion nicht nur zunimmt, sondern auch zu dem erhdhten
kardiovaskuldren Risiko beizutragen scheint (7).

Die genauen Pathomechanismen hierfiir sind noch nicht vollstindig verstanden. Es ist aber
bekannt, dass aktivierte Monozyten von HIV-seropositiven Patienten denen von HIV-
seronegativen Patienten mit akutem Koronarsyndrom dhneln und z.B. eine vermehrte Anzahl von
CD16" Monozyten aufweisen, was wiederum mit einem erhohten Plasmalevel des
inflammatorischen Zytokins IL-6 korreliert (95). Es liegen auch Daten vor, die keine Korrelation
zwischen dem Aktivierungsstatus von Monozyten und einem Marker fiir subklinische
GefilBerkrankungen (mittlere Intimadicke und Plaque in der Karotis) zeigen (96).

Es konnte aber weiterhin gezeigt werden, dass ein erhohtes Plasmalevel von TNF-a mit einem
erhohten Kalziumspiegel in den Koronararterien, einem subklinischen Marker fiir
Arteriosklerose, korreliert (20). Neben TNF-a sind auch erhohte Konzentrationen von IL-6 und
IL-1B mit einem erhohten Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen sowie HIV-assoziierte
Demenz verbunden (21).

Im Rahmen der HIV-assoziierten chronischen Immunaktivierung tragen Monozyten und
Makrophagen zu dem verschobenem Gleichgewicht in der Zytokinproduktion bei, indem sie
vermehrt pro-inflammatorische Zytokine wie IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a aber auch das anti-
inflammatorische IL-10 sezernieren (97). Ein verschobenes Zytokingleichgewicht stellt einen
Teufelskreis in der HIV-Infektion dar. So kann TNF-a die Replikation von HIV begiinstigen, was
wiederum zu einer vermehrten Produktion von TNF-a durch Monozyten fiihrt (98). Wahrend IL-
6 einen dhnlichen Effekt verursacht, kann IL-10 die Replikation von HIV supprimieren (98). Da
Treg in den durchgefiihrten Versuchen bei naiven Patienten die Sekretion von IL-10 durch
Makrophagen zwar hochregulieren, die Sekretion von TNF-a und IL-6 gleichzeitig aber nicht
herabregulieren konnten (Abb. 12A, B, D), konnten sie so indirekt die Virusreplikation

begiinstigen.
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Auch tragen TNF-a, IL-6 und IL-1fB direkt durch T-Zellaktivierung sowie IL-1p und TNF-a
indirekt durch Senken des transepithelialen Widerstands und in der Folge vermehrter
mikrobieller Translokation zu einer vermehrten Immunaktivierung bei (99).

Nicht nur im Blut scheint eine erhdhte pro-inflammatorische Zytokinsekretion durch Monozyten
eine bedeutende Rolle in der HIV-Infektion zu spielen. Eine Arbeit aus unserer Arbeitsgruppe hat
kiirzlich gezeigt, dass auch mukosale Makrophagen vermehrt pro-inflammatorische Zytokine
wie IL-IB und Chemokine wie CCLS5, CXCL9 und CXCLIO bei unverdnderter IL-10
Konzentration sezernieren (100).

Die vorliegenden Daten sprechen dafiir, dass der Regulationsmechanismus der Treg in Bezug auf
Monozyten in der HIV-Infektion gestort ist. In der HIV-Infektion verlieren Treg die Féhigkeit,
eine anti-inflammatorische Differenzierung von Monozyten in Hinblick auf die Expression von
Oberflachenproteinen und die Zytokinsekretion zu induzieren. Auch unter cART zeigt sich nur
eine teilweise Wiederherstellung dieser Fahigkeit. Dieser Regulationsdefekt konnte zu der
Immunaktivierung sowie dem erhdhten Risiko fiir kardiovaskuldre Erkrankungen in der HIV-

Infektion beitragen.

4.3 Wirkung von Treg auf die Expression von Chemokinrezeptoren und die
Sekretion von Chemokinen durch Monozyten in der HIV-Infektion
Chemokine und Chemokinrezeptoren spielen eine wichtige Rolle fiir inflammatorische
Immunreaktionen, da sie die Migration von Monozyten und anderen Immunzellen in
inflammatorisches Gewebe vermitteln konnen (91, 101).
In der vorliegenden Arbeit wurde eine erhohte Expression von CXCR3 auf den Monozyten der
naiven HIV-seropositiven Patienten nachgewiesen (Abb. 8). Dies spricht dafiir, dass in der
unbehandelten HIV-Infektion CXCR3 an einer vermehrten Migration von Monozyten in
entzlindetes Gewebe beteiligt sein konnte. Bei den naiven HIV-seropositiven Patienten konnte
wie bei den gesunden Kontrollen die CXCR3 Expressionsdichte auf den Monozyten durch Treg
noch weiter erhoht werden (Abb. 9A). Die erhohte Oberflichenexpression von CXCR3 auf
Monozyten in der HIV-Infektion konnte durch Treg induziert oder noch verstiarkt werden und
somit die vermehrte Migration der Monozyten in inflammatorisches Gewebe und dort die
Entziindungsreaktion verstirken.
Im Gegensatz dazu konnte kein Einfluss von Treg auf die Expression von CX3CR1, CCR2 oder
Integrin-f7 auf Monozyten nachgewiesen werden (Abb. 9B, C, D).
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Wihrend Treg bei gesunden Kontrollen keinen Einfluss auf die Sekretion der Chemokine CCL2,
CCL4, CCL5 und CX3CL1 durch Monozyten hatten (Abb. 13), induzierten sie bei
unbehandelten HIV-infizierten Patienten die Sekretion von CCL4 und tendenziell auch CCL5
durch Monozyten (Abb. 13B, C). Unter Behandlung normalisierte sich dieser Effekt wieder.
Durch die Freisetzung von CCL4 und CCL5 konnen Monozyten CCRS5-exprimierende
Immunzellen chemotaktisch anziehen und dadurch Entziindungsreaktionen fordern. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sprechen daflir, dass dieser Mechanismus in der
unbehandelten HIV-Infektion durch Treg gefordert wird.

CCRS5 und CXCR4 sind die wichtigsten Korezeptoren fiir HIV und werden neben CD4"-T-Zellen
auch auf Monozyten exprimiert (93). In der unbehandelten HIV-Infektion zeigte sich in den
durchgefiihrten Versuchen auch ohne Anwesenheit von T-Zellen eine erhdhte Expression von
CCRS auf Monozyten (Abb. 10), was auf eine erhohte Empfanglichkeit fiir eine Infektion durch
HIV hindeutet. Treg bewirkten keine signifikante Verdnderung in der Expression von CCRS,
steigerten aber bei den naiven HIV-seropositiven Patienten die Expression von CXCR4 (Abb.
11). Unter cART konnten Treg weder die Expression von CCR5 noch von CXCR4 auf
Monozyten erhdhen, sie verminderten die Expression der Korezeptoren aber auch nicht (Abb.
11).

Das zeigt, dass Treg in der HIV-Infektion die Expression der Korezeptoren CXCR4 und CCRS
auf Monozyten und somit die Empfianglichkeit fiir eine Infektion durch HIV aufrecht erhalten
konnen. Dies konnte neben der Virusreplikation auch besonders fiir die Bildung von Reservoirs

und die Verbreitung des Virus im Kdrper eine Rolle spielen.

4.4 Wirkung von Treg auf die Phagozytosefihigkeit von Monozyten und
Makrophagen in der HIV-Infektion

Monozyten und Makrophagen spielen eine wichtige Rolle fiir das Erkennen und Eliminieren von
Pathogenen durch Phagozytose. Insbesondere die Abwehrfunktion intestinaler Makrophagen ist
aufgrund der hohen Exposition des Darms gegeniiber Mikroorganismen wichtig, um eventuell
die Darmbarriere iibertretende Pathogene oder bakterielle Bestandteile abzufangen.

In HIV-infizierten Patienten scheint diese Abwehrfunktion systemisch verringert zu sein. So
zeigten sowohl Monozyten im Blut als auch duodenale Makrophagen aus naiven HIV-
seropositiven Patienten eine reduzierte Phagozytosekapazitit (Abb. 14), (100). Dies spricht
dafiir, dass intestinale Makrophagen die fiir eine HIV-Infektion typische erhohte mikrobielle
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Translokation aus dem Darmlumen nicht effizient abwehren konnen und Monozyten die
systemische mikrobielle Invasion nicht kompensieren konnen. Um nachzuweisen, ob Treg eine
Rolle fiir diese reduzierte Abwehr spielen, wurde in dem in vitro-Modell der Einfluss von Treg
auf die Phagozytoseaktivitdt von Monozyten untersucht.

Tiemessen et al. (61) konnten zeigen, dass Treg HIV-seronegativer Personen die
Phagozytosekapazitit von Monozyten erhdhen konnen. In den hier durchgefiihrten
Kokulturversuchen zeigte sich dieser Effekt hingegen nicht. Weder bei den gesunden Kontrollen
noch bei den HIV-seropositiven Patienten hatten Treg einen signifikanten Einfluss auf die
Phagozytoseleistung der Monozyten (Abb. 16). Mdglicherweise sind flir diese Diskrepanz
methodische Aspekte ursdchlich. So konnte auf Grund der niedrigen Zahl an isolierten Treg,
insbesondere bei den HIV-seropositiven Patienten, nicht immer ein Phagozytosetest durchgefiihrt
werden. Auch wurde der Test immer mit Latexpartikeln durchgefiihrt, wéhrend Tiemessen et al.
neben diesen auch Zymosanpartikel verwendet haben. Die Aufnahme der Latexpartikel durch
Monozyten wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit zwar einmal exemplarisch mit
Monozyten einer gesunden Kontrolle mit dem Fluoreszenzmikroskop gezeigt (Abb. 15). Hierbei
wurde aber auch ein recht hoher Teil an fluoreszierenden Latexpartikeln um die Zellen herum
sichtbar, der moglicherweise die Ergebnisse beeinflusst haben konnte.

Um den Einfluss von Treg auf die Phagozytose von Monozyten in der HIV-Infektion

abschlieBend zu kléren, sind weitere Untersuchungen notwendig.

4.5 Geschlechtsspezifische Unterschiede in der Wirkung von Treg auf die
Differenzierung von Monozyten

Zwischen Ménnern und Frauen sind verschiedene immunologische Unterschiede bekannt, u.a.
hinsichtlich der Empfinglichkeit und des Verlaufs von Infektionskrankheiten wie auch in der
Regulation von Immunantworten (68). Interessanterweise zeigten sich bei der Durchfiithrung
dieser Arbeit geschlechtsspezifische Unterschiede in der Wirkung von Treg auf Monozyten.

So konnten Treg bei Miannern aber nicht bei Frauen eine anti-inflammatorische Differenzierung
von Monozyten im Sinne einer erhohten CD163 Expression herbeifithren (Abb. 17C). Bereits
basal, d.h. ohne den Einfluss von Treg, zeigten Monozyten von Ménnern eine hohere CD163
Expression (Abb. 18A). Diese kann scheinbar durch Treg noch weiter erhoht werden.

Auch in Hinblick auf die Sekretion von Zytokinen scheint die anti-inflammatorische Wirkung

von Treg auf Monozyten bei Ménnern eine groBere Bedeutung zu haben, wobei sich bei den
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Frauen eine dhnliche Tendenz zeigte. So induzierten Treg bei ménnlichen Probanden die
Monozyten-Sekretion des regulatorischen Zytokins IL-10 und supprimierten zugleich die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a (Abb. 19A, B, E). Allerdings zeigte sich bei den
durchgefiihrten Versuchen bei den Monozyten der ménnlichen Probanden auch bereits basal eine
hohere Konzentration der pro-inflammatorischen Zytokine IL-6 und TNF-a (Abb. 20A, B). Es ist
auch bekannt, dass Monozyten von Ménnern auf eine Stimulation mit LPS mit der vermehrten
Produktion pro-inflammatorischer Zytokine reagieren (102).

Die pro- bzw. anti-inflammatorische Differenzierung von Monozyten wird durch verschiedene
Mechanismen reguliert, bei Ménnern scheint die Funktion der Treg, die inflammatorische
Immunantwort der Monozyten zu regulieren, stirker ausgeprégt zu sein als bei Frauen.

Die vermehrte basale Expression von CX3CR1 und Integrin-B7 auf Monozyten von Ménnern
(Abb. 18B, C) deutet darauf hin, dass diese ein hoheres Migrationspotential in inflammatorisches
oder intestinales Gewebe aufweisen. Treg flihrten nicht zu einer Verminderung von CX3CR1 und
Integrin-B7, erhohten aber die Expression von CXCR3 auf Monozyten von Ménnern (Abb. 17D).
Wihrend Treg also keinen Einfluss auf das Migrationspotential von Monozyten von Frauen
nehmen kdnnen, kdnnen sie dieses bei Madnnern noch weiter steigern.

Hinsichtlich der Expression der HIV-Korezeptoren CXCR4 und CCRS scheint es verschiedene
Regulationsmechanismen zwischen den Geschlechtern zu geben. Die erhobenen Daten zeigen
eine basal erhohte Expression von CXCR4 auf Monozyten von Ménnern (Abb. 18D) und eine
Steigerung der CCR5-Expression auf deren Monozyten durch Treg (Abb. 17E). Treg zeigten
keinen Einfluss auf die Expression der Korezeptoren bei Frauen.

Zwischen Ménnern und Frauen existieren verschiedene immunologische Unterschiede, auch in
Hinblick auf die Wirkung von Treg auf Monozyten, wie hier gezeigt werden konnte. Deshalb
wurde versucht, zu den untersuchten HIV-seropositiven Patienten passende gesunde Kontrollen
einzuschlieBen. Es wurde die gleiche Anzahl von ménnlichen und weiblichen unbehandelten
HIV-seropositiven Patienten untersucht. Es waren aber keine weiblichen, mit cART behandelten,

HIV-seropositiven Patienten verfligbar.

4.6 Klinische Bedeutung

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Kokulturversuche zeigen, dass Treg in der unbehandelten
HIV-Infektion ihre Fahigkeit, eine anti-inflammatorische Differenzierung von Monozyten zu

induzieren, verlieren. Auch unter cART ist diese Funktion nur teilweise reversibel.
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Die beobachteten geschlechtsspezifischen Unterschiede in der anti-inflammatorischen Wirkung
von Treg auf Monozyten deuten darauf hin, dass dieser Regulationsmechanismus bei Ménnern
eine grofere Rolle spielen konnte als bei Frauen.

Bei einer HIV-Infektion zeigen sich vermehrt pro-inflammatorische Monozyten, welche in
inflammatorisches Gewebe, z.B. die intestinale Mukosa migrieren. Hier treffen und reagieren sie
auf ein spezifisches Milieu, welches bei einer HIV-Infektion auch eine vermehrte Anzahl
intestinaler Treg bedeutet. Wie gezeigt werden konnte, ist die Regulation von Monozyten durch
Treg in der chronischen HIV-Infektion beeintréchtigt, sodass durch die Treg eine pro-
inflammatorischen Differenzierung der Monozyten nicht mehr effizient gegenreguliert werden
kann.

Die erhohte Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen aus Monozyten
und Makrophagen fordert die chronische Immunaktivierung und kann zu dem erhdhten
kardiovaskuldren Risiko von HIV-infizierten Patienten beitragen. Die gesteigerte Konzentration
pro-inflammatorischer Zytokine fordert zudem Entziindungsreaktionen, die die intestinale
Barriere schidigen. In Kombination mit der nachgewiesenen reduzierten Phagozytoserate von
Monozyten und intestinalen Makrophagen in der HIV-Infektion kénnen hierdurch Darm-
luminale Produkte systemisch angereichert werden, die ebenfalls immunaktivierend wirken.
Hieraus ergibt sich ein Teufelskreis in der HIV-Infektion: Durch die chronische
Immunaktivierung kommt es zu weiteren Fehlfunktionen von Immunzellen und Gewebezellen,
welche wiederum die Immunaktivierung verstirken. Eigentlich sollten Treg diesen Kreislauf
unterbrechen und z.B. eine anti-inflammatorische Differenzierung von Monozyten induzieren
konnen. Da dieser Mechanismus in der HIV-Infektion gestort zu sein scheint, tragen Treg

vielmehr zu der Immunaktivierung bei, anstatt regulierend einzugreifen.

4.7 Ausblick

Auch wenn die durchgefiihrten in vitro-Untersuchungen nicht direkt auf die komplexe in vivo-
Situation tlibertragen werden konnen, zeigen die durchgefiihrten Experimente eine grundsétzliche
Storung des Regulationsmechanismus von Treg in Bezug auf die Differenzierung von
Monozyten in der HIV-Infektion. Es ist allerdings nicht moglich abschlieBend zu sagen, ob die
suppressive Wirkung der Treg vermindert oder die Kapazitit der Monozyten auf die Treg zu
reagieren gestort ist. Da Monozyten in der HIV-Infektion eine vermehrt pro-inflammatorische

Differenzierung zeigen (90), scheint es moglich, dass sie nicht mehr addquat auf weitere
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Einfliisse wie z.B. Treg reagieren konnen.

Auch geht aus den gewonnenen Daten nicht hervor, ob die Wirkung von Treg auf Monozyten
zellkontaktabhdngig oder durch 16sliche Faktoren vermittelt wird und wie genau der Defekt
dieses Regulationsmechanismus bei HIV-seropositiven Patienten zustande kommt. Bei gesunden
HIV-seronegativen Probanden scheint der Einfluss von Treg auf die Differenzierung von
Monozyten sowohl durch direkten Zellkontakt als auch durch Zytokine vermittelt zu werden
(61). Es wire deshalb interessant zu untersuchen, ob der Mechanismus in der HIV-Infektion
vergleichbar oder gestort ist.

Auch wiren weitere Experimente hinsichtlich der Phagozytosekapazitit von Interesse, da diese
auf Grund der geringen Zellzahl nicht immer untersucht werden konnte und die Daten von
Tiemessen et al. einen steigernden Einfluss von Treg auf die Phagozytosekapazitit von
Monozyten zeigen (61).

Bei gesunden Mainnern scheint der Regulationsmechanismus von Treg auf Monozyten
bedeutender zu sein als bei Frauen. Es wire interessant, geschlechtsspezifische Unterschiede
zwischen HIV-seropositiven Ménnern und Frauen in Hinblick auf die Wirkung von Treg auf

Monozyten zu untersuchen.
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