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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Es gibt einige Beobachtungen von inflammatorischen Myopathien bei Patient*innen
mit HIV-Infektion. Bei der HIV-assoziierten Einschlusskdrperchenmyositis (HIV-IBM)
wurden dabei bis auf ein jliingeres Erkrankungsalter tberwiegend gleiche klinische und
histologische Merkmale im Vergleich zur sog. sporadischen Form (sIBM) gezeigt. Vor
kurzem wurden bei der sIBM hochdifferenzierte zytotoxische T-Zellen im Muskel
nachgewiesen, welche sich als spezifisch fur diese Erkrankung im Vergleich zu
anderen inflammatorischen Myopathien erwiesen. Diese Zellen sind durch eine
Hochregulation von KLRG1, CD57 und gleichzeitigem Verlust von CD27
charakterisiert. Ebenfalls wurde eine sog. T-Zell-Erschopfung mit Verlust von
Effektorfunktion und Proliferationsfahigkeit sowie einer Hochregulation von
programmed cell death protein 1 (PD1) beobachtet.

In dieser Arbeit wurden HIV-Patient*innen klinisch und histologisch charakterisiert.
Zusatzlich wurde die HIV-IBM im Vergleich zur sIBM auf spezifische T-Zell-
Differenzierungsmarker auf Proteinebene (KLRG1, CD57, CD27, PD1) und
Genexpressionsebene (zusatzlich CD244, TBX21, PDL1, PDL2) untersucht.

Das mittlere Alter bei HIV-Erstdiagnose lag bei 36 Jahren. AIDS-definierende
Erkrankungen waren anamnestisch bei 42% der Patient*innen bekannt und zum
Zeitpunkt der Biopsie erhielten 74% antiretrovirale Therapie (ART). Es konnte ein
Spektrum innerhalb der HIV-ass. Myositiden mit folgenden Subgruppen gezeigt
werden: HIV-IBM, IMNM-like, PM-Mito, milde endomysiale Myositis mit milder
mitochondrialer Pathologie, milde endomysiale Myositis mit vaskularer Inflammation
oder kapillarer Pathologie. Klinisch und histologisch stellte sich die HIV-IBM ahnlich
der sIBM dar. Lediglich ein Unterschied im Alter bei Biopsie von durchschnittlich 53
(HIV-IBM) bzw. 70 Jahren (sIBM), sowie beim Zeitraum zwischen Symptombeginn und
Biopsie mit durchschnittlich 1,8 (HIV-IBM) bzw. 6,2 Jahren (sIBM) wurden festgestellt.
In der Muskulatur der HIV-IBM-Gruppe waren im Median keine Zellen KLRG1* oder
CD57* und 16 Zellen pro HPF PD1*. In der sIBM-Gruppe konnten wir im Median sechs
KLRG1*-Zellen, eine CD57*-Zelle und 22 PD1*-Zellen pro HPF nachweisen. Die
Angaben stellen den Durchschnitt aus zehn HPF dar. Auf Genexpressionsebene
zeigte sich bei allen untersuchten Markern eine signifikante Hochregulierung
gegenuber der nicht betroffenen Kontrollgruppe (NDC), jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen beiden IBM-Gruppen.



Zusammenfassung

Trotz eines Uberwiegend guten immunologischen Status unter ART zum Zeitpunkt der
Biopsie scheint HIV einen Einfluss auf die IBM-Entwicklung zu haben. Spezifische
hochdifferenzierte zytotoxische T-Zellen konnten wir mit signifikant mehr KLRG1*-
Zellen bei der sIBM im Vergleich zur HIV-IBM detektieren. Neben dem alterierten
Immunstatus konnte auch der durchschnittlich langere Zeitraum zwischen
Symptombeginn und Biopsie in der sIBM-Gruppe eine probate Erklarung fur diesen

Unterschied sein.



Abstract

Abstract

Inflammatory myopathies have been seen in several cases of HIV-infected patients.
HIV-associated Inclusion body myositis (HIV-IBM) was shown to have a similar clinical
and pathological pattern compared to the sporadic form (sIBM), except for an earlier
onset of illness. Recently terminally differentiated effector memory cells (TEMRA) have
been detected in muscle biopsies of sSIBM patients, which were found to be specific for
IBM compared to other inflammatory myopathies. TEMRA cells were identified as
CD8*, KLRG1*, CD57* with simultaneous loss of CD27. Additionally, so-called
exhausted T cells have been detected in sIBM, which are characterized by a loss of
their functional activity and proliferative capacity as well as increased programmed cell
death protein 1 (PD1) expression.

In this study we characterized patients with HIV-associated myositis clinically and
histologically. In addition, we performed immunohistochemical staining and
guantitative PCR to examine specific T cell markers at protein (KLRG1, CD57, CD27,
PD1) and gene expression levels (additionally CD244, TBX21, PDL1, PDL2) in
patients with HIV-IBM and sIBM. The mean age at diagnosis of HIV was 36 years.
AIDS-defining-ilinesses were present in the history of 42%, and at the time of muscle
biopsy 74% received antiretroviral therapy. We were able to show a spectrum of HIV-
associated types of myositis including the following subgroups: HIV-IBM, IMNM:-like,
PM-Mito, mild endomysial myositis with mild mitochondrial pathology and mild
endomysial myositis with vascular inflammation or capillary pathology. The clinical and
pathological features of IBM were found to be similar in HIV* patients compared to the
sporadic form. Consistent with previous reports there was a significant difference in
the age of onset with 53 (HIV-IBM) vs. 70 years (sIBM) and a longer period between
onset of symptoms and muscle biopsy with an average of 6.2 years in the sIBM group
and only 1.8 years in the HIV-IBM group. Concerning specific markers of cytotoxic T
cells, patients with HIV-IBM showed no KLRG1* or CD57* cells per HPF, but a median
of 16 PD1* cells. In the sIBM group we were able to detect a median number of six
KLRG1* cells, one CD57" cell and 22 PD1* cells per HPF. At gene expression level all
markers were shown to be significantly upregulated compared to the non-disease
control group (NDC), but there was no significant difference between the IBM groups.
In summary, our data suggest HIV-associated IBM to be similar to the sporadic form,
although HIV* patients became ill significantly earlier.



Abstract

HIV appears to influence the development of IBM despite a satisfactory immunological
status under antiretroviral therapy at the time of biopsy. We were able to identify
significantly more KLRG1* cells in sIBM compared to HIV-IBM. In addition to an altered
immunological status, the longer period between symptom onset and biopsy can be a
valid reason for the higher number of senescent cells in the sIBM group.



Einleitung

1 Einleitung
1.1 Myositiden
1.1.1 Klassifikation

Idiopathische inflammatorische Myopathien (IIM) stellen ein sehr heterogenes
Spektrum aus erworbenen entzindlichen Muskelerkrankungen dar und kdénnen
anhand von Klinischen, serologischen, histologischen und immunpathologischen
Kriterien in verschiedene Subgruppen eingeteilt werden. Erstmals wurde eine solche
Einteilung 1975 von Bohan und Peter vertffentlicht, welche sich auf die beiden
Hauptgruppen Polymyositis und Dermatomyositis konzentriert. Die Klassifikation
beruht auf funf Major-Kriterien und unterteilt funf Gruppen: | Polymyositis (PM), Il
Dermatomyositis (DM), Il Dermatomyositis/Polymyositis mit Neoplasie, 1V juvenile-
Dermatomyositis und Polymyositis mit Vaskulitis, V Overlap Syndrome. Die Kriterien
beziehen sich auf Verlauf und Ausbreitung des Muskelschwundes, Analyse der
Skelettmuskel-Biopsie, = Messwerte im  Serum, Elektromyographie  und
dermatologische =~ Merkmale (1, 2). Im Jahr 1971  wurde die
Einschlusskérperchenmyositis von Yunis und Samaha erstmals als weitere Entitat
klinisch und pathologisch abgegrenzt (3). Weiterhin wurden 1969 erste
Fallbeschreibungen der nekrotisierenden Myopathie im Zusammenhang mit
Karzinomen verdffentlicht (4). Spater wurden auch fur diese Subgruppen
Konsensuskriterien erganzt: 1995 fir die Einschlusskoérperchenmyositis und 2004 fur
die Immunvermittelte-nekrotisierende Myopathie (5, 6). Die Entdeckung Myositis
spezifischer/assoziierter Autoantikbrper (MSA/MAA) fihrte zu einer neuen
Klassifikation, welche die urspringlichen Myositis Kategorien mit der Einteilung
anhand von MSA vereint. Diese unterscheidet folgende Subgruppen: | Overlap
Myositis, Il Dermatomyositis, Il Immun-assoziierte nekrotisierende Myositis (IMNM),
IV Einschlusskorperchenmyositis (IBM) (7). Die Autoantikdrper sind jeweils mit einem
bestimmten Phanotyp und klinischen Verlauf sowie auch bestimmten morphologischen
Merkmalen assoziiert. Dabei kommen Myositis spezifische Autoantikdrper (MSA)
speziell bei IIM vor, wdhrend Myositis assoziierte Autoantikorper (MAA) auch bei

anderen Bindegewebserkrankungen nachgewiesen werden kdnnen (8).
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Polymyositis wird als eigene Myositis Form hinterfragt, da sie im Unterschied zur
historischen Definition heute eine Uberschneidung mit den anderen Subformen bildet.
Die meisten Patient*innen welche urspriinglich als PM klassifiziert wurden, kénnen als
DM, Overlap Myositis, Antisynthetasesyndrom-assoziierte Myositis (ASyS), IMNM
oder IBM neu zugeordnet werden (7, 9).

In Abbildung 1 wird die Klassifikation der [IM anhand der MSA von Benveniste et al.
(7) schematisch  dargestellt. Hervorgehoben sind  dabei  zusatzliche
gruppenubergreifende Merkmale wie ein hoheres Risiko fir eine zusatzliche
Lungenbeteiligung oder maligne Erkrankung. Die zusatzliche Unterteilung in
Autoantikorper-abhéngige Syndrome kann helfen, zielgerichtetere Untersuchungen,
Prognosen und potentielle Therapien einzusetzen (10). Eine klinische Assoziation mit
einer interstitiellen Lungenerkrankung (ILD) zeigten Patient*innen mit Antisynthetase-
Syndrom und anderen Formen der Overlap Myositis mit Anti-PM-Scl- oder Anti-Ku-
Autoantikorpern (7, 11, 12). Seltener war diese mit Anti-RNP- oder Anti-Ro52-
Autoantikorpern assoziiert (7, 8, 13). Zusatzlich gibt es auch Autoantikdrper-
Konstellationen anderer Subgruppen wie der DM mit Anti-MDA5-Autoantikdrpern und
seltener auch der Anti-SRP*-IMNM, welche haufiger von schwerer ILD betroffen sind
(7, 14, 15). Ein hoheres Risiko fir eine maligne Erkrankung ist mit Anti-HMGCR-
Autoantikorpern und seronegativer IMNM sowie Anti-NXP2*- und Anti-TIF1y*-DM

assoziiert (7, 15).
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Abbildung 1: Klassifikation [IM anhand MSA
Dargestellt ist die Klassifikation idiopathischer inflammatorischer Myopathien, welche diese anhand
klinischer und pathologischer Merkmale sowie Myositis-spezifischer/assoziierter Antikérper in vier Gruppen
unterteilt: Overlap Myositis, Dermatomyositis, Immun-vermittelte nekrotisierende Myopathie und Ein-
schlusskérperchenmyositis. Die Graphik wurde von Benveniste et al. 2016 (7) entnommen.

1.1.2 Overlap Myositis und Antisynthetase-Syndrom
Als Overlap Myositis werden idiopathische inflammatorische Myopathien bezeichnet,
welche zusatzlich extramuskuldre Manifestationen wie Arthralgien/Arthritis,
interstitielle Lungenerkrankungen, das Raynaud-Phanomen oder das Sicca-Syndrom
aufweisen (7). Die haufigste Form ist das Antisynthetase-Syndrom. Es wird mit
verschiedenen Autoantikbrpern assoziiert, welche sich gegen die Aminoacyl-tRNA-
Synthetase richten: Anti-Jo-1, anti-PL-7, anti-PL-12, anti-OJ, anti-EJ, anti-KS, anti-ZO,
anti-Tyr. Dabei unterscheiden sich die jeweiligen Subgruppen anhand von Phanotyp
und Prognose (7, 15). Pathologisch wurden vor allem die Subgruppen anti-Jo-1, anti-
OJ und anti-PL-7 beschrieben mit perifaszikularen Nekrosen, perifaszikularer
Fragmentierung und einem positiven Nachweis der alkalischen Phosphatase im

Perimysium.
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Ohne serologische Tests wurde das ASyS in der Vergangenheit falschlicherweise
teilweise auch als Polymyositis oder bei Hautveranderungen und perifaszikularer
Atrophie als Dermatomyositis zugeordnet werden (15).

Weitere Myositis-assoziierte Antikorper, welche der Gruppe der Overlap Myositiden im
engeren Sinne zugeordnet werden, sind: Anti-Ku, Anti-PM-Scl (spezifisch fir das
Polymyositis-Sklerodermie-Uberlappungssyndrom), Anti-U1-RNP und anti-R052,
welche mit oder auch ohne Muskelbeteiligung ebenfalls bei systemischem Lupus

erythematosus (SLE) und systemischer Sklerose vorkommen kénnen (8, 15).

1.1.3 Dermatomyositis
Die Dermatomyositis wird unterteilt in eine juvenile und adulte Form. Die Diagnose
wird nach den ENMC-Kriterien von 2018 (16) anhand von klinischen Merkmalen, DM-
spezifischen Autoantikérpern und pathologischen Kriterien gestellt. Klinische
Merkmale sind die typischen Hautveranderungen wie Gottron-Papeln, heliotroper
Hautausschlag und eine proximale Muskelschwéche. Laborchemisch finden sich eine
erhohte Kreatinkinase (CK) und DM-spezifische Autoantikérper wie Anti-TIF1ly, Anti-
NXP2, Anti-Mi2, Anti-MDA5 und Anti-SAE. Jeder dieser Antikorper ist dabei mit einem
unterschiedlichen klinischen Phanotyp assoziiert. Anti-Mi2 wird mit der klassischen DM
ohne ILD oder Malignitat assoziiert und spricht in der Regel gut auf Corticosteroide
und Rituximab an (7). Anti-MDA5 wird mit einer klinisch amyopathischen DM mit
atypischen Hautveranderungen und in einem Teil der Falle einer schnell progressiven
interstitiellen Lungenerkrankung mit schlechter Prognose assoziiert (15). Anti-TIF1ly
und Anti-NXP2 werden bei Erwachsenen mit malignen Erkrankungen verknipft (7).
Bei  Anti-SAE*-Patient*innen  stehen  oft zundchst die  DM-typischen
Hautveranderungen im Vordergrund mit Entwicklung von Muskelschwache und
Dysphagie im spateren Verlauf (7, 10, 15). Pathologisch ist die Muskelbiopsie von
entscheidender Bedeutung. Zusatzlich findet sich in der Hautbiopsie das Bild einer
Dermatitis. Charakteristische histologische Veranderungen im Muskel sind u.a. die
perifaszikulare  Muskelfaseratrophie  mit  MxA-Uberexpression,  spezifischen

Komplementablagerungen und Lymphozyteninfiltraten (16).
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1.1.4 Immunvermittelte-nekrotisierende Myopathie
Die immunvermittelte nekrotisierende Myopathie bildet eine heterogene Gruppe ab
und wurde zuletzt im Rahmen eines internationalen ENMC-Workshops 2016 mit
Konsensusfindung umfanglich definiert und beschrieben (14). Klinisch fallen eine
Schwache der proximalen Muskulatur v.a. der unteren Extremitaten sowie eine teils
stark erhohte Serum-CK auf. Sie tritt vor allem im Erwachsenenalter auf, es werden
jedoch auch einzelne Falle bei Kindern beschrieben (14). Die IMNM wird in weitere
Subgruppen unterteilt, welche die zuvor genannten Merkmale gemeinsam haben. Sie
unterscheiden sich anhand des Antikorperstatus und werden unterteilt in anti-HMGCR-
Myopathie, anti-SRP-Myopathie und Antikdrper-negative IMNM (14). Die anti-
HMGCR-Myopathie ist vor allem mit Patient*innen Uber 50 Jahren und vorheriger
Statineinnahme assoziiert. Patient*innen mit anti-SRP-Myopathie sind manchmal
schwerer betroffen und zeigen oft trotz Therapie einen nicht zufriedenstellenden
Ruckgang der Symptomatik. Beschrieben werden bei dieser Form auch extra-
muskuléare Manifestationen wie kardiale oder pulmonale Beteiligung. Die seronegative
Form und Patient*innen mit anti-HMGCR-Nachweis haben ein etwas erhohtes
Malignitatsrisiko gegeniber der Normalbevolkerung, weswegen hier ein Screening
empfohlen wird. Bei der anti-SRP-Myopathie wurde keine erhdhte Pravalenz fur
maligne Erkrankungen beobachtet (14). Die Therapie der IMNM basiert vor allem auf
Steroiden und wird abhangig vom Antikérperstatus und der Krankheitsschwere durch
Immunsuppressiva wie Methotrexat (MTX) und Rituximab oder intravenésen
Immunglobulinen (IVIG) erganzt (14). In der Muskelbiopsie zeigt sich ein &hnliches Bild
in allen Subgruppen mit nekrotischen Fasern, Myophagozytosen und regenerativen
Fasern in unterschiedlichen Stadien. Zuséatzlich finden sich paucilymphozytéare
Infiltrate mit einem pradominanten Anteil an Makrophagen. Als weitere Merkmale
kbénnen eine sarkolemmale MHC cl.-l Expression auf nicht nekrotischen oder
regenerativen Fasern, sarkolemmale Komplementablagerungen, endomysiale Fibrose

und erweiterte Kapillaren auftreten (14).

1.1.5 PM-Mito

Polymyositis mit mitochondrialer Pathologie (PM-Mito) ist eine seltene Form der
Myositis, welche sowohl Gemeinsamkeiten zur PM als auch zur sporadischen IBM
aufweist. Definierte diagnostische Kriterien sind dabei noch nicht etabliert (17).
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PM-Mito wurde erstmals 1997 von Blume et al. als langsam voranschreitende
Muskelschwache beschrieben, welche schlecht, bis gar nicht auf Corticosteroide
anspricht (18). Histologisch wurden eine endomysiale fokale Invasion von intakten
Muskelfasern durch CD8*-T-Zellen und schwere mitochondriale Veranderungen,
jedoch keine geranderten Vakuolen beobachtet (18). Inzwischen gibt es weitere
Fallbeschreibungen und kleine Serien von PM-Mito. Gemeinsamkeiten zur PM und
sIBM sind die endomysiale Inflammation und Invasion durch vorwiegend CD8*-
Lymphozyten von nicht-nekrotischen Fasern mit MHC cl.-1 Expression (17). Von der
PM grenzt sie sich durch die mitochondriale Schadigung in Form von COX-negativen
Fasern und durch unspezifische Proteinaggregate sowie Nachweis von LC3-positiven
autophagischen Phdnomenen ab. Von der sIBM unterscheidet sich die PM-Mito durch
das Fehlen der geranderten Vakuolen und Proteinablagerungen wie SMI-31- und TDP-
43-positiven Aggregaten sowie der IBM-typischen p62- oder LC3-positiven
grobscholligen Ablagerungen (19-21). Hiniker et al. unterscheiden noch weitere
Subformen mit PM-COX und possible IBM (pIBM) (20). Bei der PM-COX sind dabei im
Gegensatz zur pIBM keine oder milde Zeichen eines chronisch myopathischen
Umbaus wie endomysiale Fibrose oder Kalibervarianz nachweisbar. Zusatzlich ist bei
der pIBM-Gruppe der Anteil LC3-positiver Fasern deutlich hdher als in der PM-COX-
Gruppe, wahrend der Anteil TDP-43-positiver Fasern in beiden Gruppen im Gegensatz
zur IBM gering ist (20). Es gibt Fallbeschreibungen, bei denen ca. die Halfte der
Patient*innen mit dem Bild einer PM-Mito in der initialen Biopsie in Verlaufsbiopsien
nach 2-10 Jahren gerénderte Vakuolen als typisches Zeichen einer IBM zeigten (19).
Es wird diskutiert, ob PM-Mito eine Ubergangsform zwischen PM und sIBM darstellt
(17). PM-Mito ist dabei primar eine histologische Diagnose, wahrend das klinische Bild
variabel sein kann und die prazise Diagnose nicht zuldsst - es braucht hier also die
Biopsie (17). Die klinische Préasentation zeigte sich zu einem spéateren Zeitpunkt im
Vergleich zur PM mit einem durchschnittlichen Alter von 60 Jahren, einer langsam
progredienten Muskelschwéche v.a. der Knieextensoren und keiner Verbesserung
durch immunsuppressive Therapie. Im Labor zeigte sich eine mild erhéhte CK mit einer
2-3-fachen Erh6hung verglichen mit Normalwerten (19).
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1.1.6 Einschlusskdrperchenmyositis

1.1.6.1 Epidemiologie
Die Einschlusskoérperchenmyositis ist die haufigste Myositis Form ab einem Alter Uber
50 Jahren. Die Pravalenz liegt schatzungsweise zwischen 4,5 und 9,5/1 Million und
erhoht sich auf 35/1 Million fir Menschen tber 50 Jahre (22). Ma&nner sind haufiger
betroffen als Frauen (Verhaltnis 3:1) (23).

1.1.6.2 Klinische Manifestation

Die IBM ist gekennzeichnet durch eine langsam fortschreitende Muskelschwéche,
welche sich Uber mindestens 12 Monate entwickelt. Die Schwéche zeigt sich oft
zundchst asymmetrisch mit Betroffenheit der proximalen unteren Extremitat
(Schwache der Knieextensoren = Schwéche der Huftflexoren) und der distalen oberen
Extremitat (Schwache der Fingerflexoren > Schwéche der Schulterabduktoren) (23,
24). Zusatzlich wird haufig eine Dysphagie bei IBM Patient*innen beschrieben, welche

manchmal auch als Erstsymptom auftritt (22).

1.1.6.3 Paraklinische Merkmale

Die CK ist haufig normal bis mild erhoht, jedoch in der Regel nicht mehr als 15-fach
(24). Der Autoantikorper Anti-cN1A wird mit der IBM assoziiert und ist bei 33%-76%
der Patient*innen positiv (7, 25, 26). Im Vergleich zu anderen Myositisformen waren
nur weniger als 5% der Polymyositis- und Dermatomyositis-Patient*innen Anti-cN1A*
(7, 25). Es ist dabei umstritten, ob der Antikorperstatuts einen Einfluss auf die
Krankheitsschwere und den Krankheitsverlauf hat. Manche Autor*innen gaben keinen
signifikanten Unterschied in der Ausprdgung der Merkmale zwischen Anti-cN1A-
positiven und seronegativen Patient*innen an (7), wahrend andere die seropositive
Gruppe einem schwereren Phanotyp und einem hoheren Mortalitatsrisiko zuordneten
(27). Im EMG werden myopathische oder gemischte Muster mit neurogenen Anteilen
beobachtet, welches jedoch nicht als diagnostisches Kriterium gilt (23). In der MRT
zeigen sich TIRM-hyperintense Veranderungen als Zeichen eines Muskelédems in der
subakuten Phase (28) und im weiteren Krankheitsverlauf Atrophie sowie fettige
Involution (28, 29).
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1.1.6.4 Therapie

Die Therapiemdglichkeiten der IBM sind sehr eingeschrankt, da es bisher keine
Evidenz fur eine effiziente medikamentdse Therapie gibt (24, 30).
Bei den Therapieansatzen, welche auf inflammatorische Signalwege abzielen, gibt es
bisher  folgende  Studienergebnisse: Immunsuppressive  Therapien  mit
Corticosteroiden, Methotrexat, Azathioprin oder IVIG zeigten einen milden
vorriibergehenden Effekt bei manchen Patient*innen (31-34). Zwei Placebo-
kontrollierte Studien mit IVIG zeigten zeitweise eine leichte Besserung der Kraft und
vor allem der Dysphagie bei einzelnen Patient*innen (32, 33, 35, 36). Diese Effekte
hielten jedoch nicht Uber l&angere Zeit an und scheinen keinen Einfluss auf den
Langzeitverlauf zu haben (35).
Weitere klinische Studien zeigten lediglich Teileffekte bei einzelnen Parametern.
Beispielsweise zeigte MTX eine Verringerung der Serum-CK, jedoch keinen Effekt auf
die Muskelschwache (34), wobei MTX in Kombination mit Anti-T-Lymphozyten
Globulin eine leichte Verbesserung der Muskelkraft im Vergleich zur Monotherapie
erzielte (37). Bei Therapie mit Etanercept (ein gentechnisch hergestelltes Protein zur
Inaktivierung proinflammatorischer Mediatoren) konnte eine geringe aber signifikante
Verbesserung der Handkraft nach 12 Monaten gezeigt werden, wéhrend bei anderen
Muskelgruppen kein Effekt erzielt wurde (38). Alemtuzumab (ein monoklonaler
Antikdrper gegen CD52 insbesondere auf T-Zellen, B-Zellen und dendritischen Zellen
(DC)) zeigte eine Verzogerung der Krankheitsprogression bis zu 6 Monaten, eine
Verbesserung der Muskelkraft bei manchen Patient*innen und eine Reduktion von
endomysialer Inflammation sowie der mRNA-Expression von Stressmolekilen wie
Fas, Mip-1a und alpha-B-Crystallin (39). Doppelblinde, Placebo-kontrollierte Studien
fehlen hier jedoch. Keinen Effekt auf Muskelkraft und Krankheitsverlauf zeigten
Studien mit beta-IFN-1a- und IL-1-Rezeptorantagonisten (40, 41). Zusatzlich gibt es
auch Therapieansatze, die auf die sogenannte degenerative Komponente (welche im
Abschnitt 1.1.6.6 Pathophysiologie erlautert wird) der IBM abzielen. Arimoclomol
verlangert die Aktivierung von Hitzeschockfaktor-1 in gestressten Zellen und erhoht
den HSP Spiegel. In vitro und im Tiermodell (Mause mit Mutation im VCP-Gen) konnte
mit dem Medikament eine Verbesserung der Muskelkraft und der degenerativen und
inflammatorischen histopathologischen Merkmale erreicht werden. Zusatzlich konnte
bei IBM-Patient*innen gezeigt werden, dass das Medikament sicher und gut vertraglich
ist, jedoch ohne signifikante klinische Besserung (42).
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In einer Phase-1I-Studie mit Arimoclomol wurden nicht die primaren und sekundaren
Endpunkte erreicht und es konnte keine Verbesserung auf der Inclusion Body Myositis
Functional Rating Scale (IBMFRS) erzielt werden (43). Bimagrumab (ein
inhibitorischer monoklonaler Antikdrper gegen den Aktivin-Rezeptor-1l) zeigte eine
Zunahme der Muskelmasse im MRT, jedoch keine statistisch signifikante
Verbesserung der Muskelfunktion (44, 45). Oxandrolone (ein anabolisches Steroid)
zeigte eine minimale Kraftverbesserung v.a. an den oberen Extremitaten (46). Ein
weiterer Ansatz ist die Inhibition des Myostatin-Signalwegs, welcher Muskelwachstum
reguliert und durch eine Gentherapie mit Follistatin unterdriickt werden kann. Eine
Studie mit Kombination von Follistatin, Prednison und Krafttraining zeigt eine
Besserung im klinischen Outcome in Form einer Steigerung der Gehstrecke im 6
Minuten Gehtest nach einem Jahr und zusatzlich eine Verringerung von Inflammation,
eine Normalisierung der Fasergrof3e und -verteilung sowie eine Reduktion von
endomysialem Bindegewebe in der Muskelbiopsie (47). Als nicht-medikamentdse
Erganzung ist Physiotherapie ein wichtiger Bestandteil der Behandlung (23).
Insgesamt hat die Therapie im Verlauf meist keinen Effekt auf die Schwere und das
Fortschreiten der Muskelschwéche, sodass die Patient*innen nach 5-10 Jahren
Gehhilfen und nach 10-15 Jahren mehrheitlich einen Rollstuhl benétigen (22, 26).

1.1.6.4.1 Intravendse Immunglobuline
IVIG wird als Ersatztherapie fir Patient*innen mit einem Mangel an Immunglobulinen
verabreicht. Zur Herstellung werden die Praparate aus gepooltem Plasma von
Spender*innen extrahiert, welche sich aus Antikbrpern gegen ein breites Spektrum von
Erregern und zahlreichen Fremd- und Eigenantigenen zusammensetzen (48). In
hohen Dosen konnen diese anti-inflammatorisch und immunmodulatorisch als
Therapie von Autoimmunerkrankungen wirken (48). Das IgG-Molekiil besteht aus zwei
funktionellen Doménen: dem antigen-bindenden Fragment (Fab) und einer konstanten
Region (Fc), welche eine wichtige Rolle bei der Initiierung der Immunantwort durch
z.B. Komplementaktivierung oder Verbindung von Fc-Rezeptoren auf Effektorzellen
des angeborenen Immunsystems spielt (48). Der Wirkmechanismus ist dabei noch
nicht vollstandig verstanden, er kdnnte krankheitsspezifisch sein, da verschiedene

Erkrankungen mit unterschiedlicher Pathogenese von IVIG profitieren (48).
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Bei der Anwendung von IVIG bei idiopathischen inflammatorischen Myopathien zeigte
sich ein unterschiedliches Ansprechen in den verschiedenen Subformen (49). Bei der
DM konnte eine signifikante Besserung der Kraft und der CK-Spiegel durch IVIG
gezeigt werden (50, 51). Als histologisches Korrelat zeigten Verlaufsbiopsien nach drei
Monaten IVIG-Therapie eine signifikante Verbesserung der Muskelzellarchitektur mit
erhohtem Durchmesser der Muskelfasern, Revaskularisierung, Reduktion der
Inflammation und dem Verschwinden von Komplementablagerungen auf Kapillaren
(52). Zusatzlich konnte eine Verringerung des Genexpressionsniveaus von
Entzindungsmediatoren, Komplement-vermittelnden Genen, Adh&asionsmolekilen
und Strukturproteinen bei DM-Patient*innen, welche Kklinisch auf IVIG-Therapie
angesprochen hatten, nachgewiesen werden. Ebenfalls wurden sIBM-Patient*innen
untersucht, welche nach 3-monatiger IVIG-Therapie klinisch keine Verbesserung
zeigten. Dort blieb auch das Genexpressionsniveau unverandert (53).

Eine weitere Studie zur Untersuchung von IVIG in Kombination mit Prednison zeigte
eine Reduktion einiger inflammatorischer Molekile wie Chemokine und Zytokine sowie
degenerations-assoziierter Molekile wie Ubiquitin und Heat-Schock-Protein alpha-B-
Crystallin im Muskel von Patient*innen mit sIBM, was eine Erklarung fur den
temporaren klinischen Effekt bei einigen Patient*innen sein kénnte. Auf der anderen
Seite hatte die Therapie mit IVIG und Prednison bei sIBM-Patient*innen keinen
Einfluss auf Molekile, die mit Antigenerkennung und T-Zell vermittelter Zytotoxizitat
assoziiert sind wie TNF-alpha, IL-6 und Perforin sowie myotoxische und Zellstress-
Mediatoren wie NO. Zusatzlich wurde keine Reduktion im Genexpressionsniveau bei
degenerativen Molekilen wie Amyloid-Precursor-Protein oder Desmin festgestellt.
Insgesamt hat sich die Muskelhistologie bis auf eine Reduktion der endomysialen T-
Zellen nach 3-monatiger IVIG-Therapie jedoch nicht verandert (54, 55).

1.1.6.5 Histologie
Die Diagnosesicherung der IBM erfolgt mittels Muskelbiopsie und ihrer spezifischen
Analyse. Nach ENMC Kriterien sind die Hauptmerkmale dabei inflammatorische
Infiltrate im Endomysium, geranderte Vakuolen und Proteinakkumulationen (24). Die
Infiltrate bestehen Uberwiegend aus CD8*-Zellen im Endomysium, welche nicht
nekrotische Fasern umgeben und invadieren. Die Proteinablagerungen kénnen in
Form von Amyloid als kongophile Einschliisse nachgewiesen werden oder anderen
Proteinen wie u.a. dem Autophagiemarker p62 mit peri-/intravakuolarer Anfarbung.
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Es zeigt sich ebenfalls eine Farbereaktion mit MHC cl.-I/ll in diffuser Verteilung auf
dem Sarkolemm. Weitere charakteristische Befunde sind endomysiale Fibrose und
starke Kalibervarianz, mitochondriale Schadigung in Form von COX-negativen Fasern
oder sog. ,ragged-red“-Fasern (15, 56). Zuséatzlich zu den konventionellen Amyloid
Liganden wie Kongorot-Derivaten gibt es neue Farbemethoden wie ,luminescent
conjugated oligothiophenes” (LCOs), welche mit einer hoheren Sensitivitat
Proteineinschlisse im Muskel bei Patient*innen mit sIBM nachweisen kdnnen. Diese
Liganden konnen sich der molekularen Struktur der abgelagerten Proteine anpassen
und dadurch heterogene Populationen von Proteinaggregaten durch spektrale

Zuordnung unterscheiden (57).

1.1.6.6 Pathophysiologie

Die Befunde der Muskelbiopsie lassen sich einteilen in eine inflammatorische
Komponente mit Uberwiegend T-Zell-Invasion und eine degenerative Komponente mit
myonuklearer Degeneration, mitochondrialer Pathologie und myofibrillaren
zytoplasmatischen Proteinaggregaten. Daraus lassen sich zwei wesentliche
Hypothesen Uber die Pathogenese der Einschlusskérperchenmyositis ableiten: primar
degenerativ oder autoimmun (58). Zudem wird Rolle der Mitochondrien in der
Pathogenese der IBM diskutiert (59).

Antigen-gesteuerte, infiltrierende zytotoxische T-Zellen, eine starke genetische
Assoziation mit HLA-Genen und eine Assoziation mit Anti-cN1A-Autoantikdrpern und
anderen Autoimmunerkrankungen wie systemischen Lupus erythematosus (SLE) und
dem Sjogren-Syndrom deuten auf eine inflammatorische Genese der IBM hin (60).
Zusatzlich gibt es Hinweise dafiir, dass die Entzindung sekundér degenerative
Merkmale verursachen kann (58). Diese Theorie wird in Abbildung 2 dargestellt. T-
Zellen werden durch Muskelantigene aktiviert und produzieren zytotoxische Enzyme,
welche Muskelfaserschaden verursachen. Aul3erdem sezernieren sie INF-y was zu
mitochondrialer Dysfunktion, endoplasmatischem Retikulumstress und
Uberexpression von MHC cl.-1 und cl.-II fihren kann. Die MHC Uberexpression kann
wiederum eine Belastung des endoplasmatischen Retikulums (ER) zur Folge haben.
Mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress kdnnen die Proteasom Funktion
beeintrachtigen. All diese Prozesse tragen zur Anhaufung von ungefalteten Proteinen
bei, was sich bei der IBM in geranderten Vakuolen und anderen Proteinaggregaten
widerspiegelt (58).
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Abbildung 2: Mégliche Pathogenese IBM

Dargestellt ist eine moégliche inflammatorische Pathogenese der IBM. T-Zellen werden durch Mus-
kelantigene aktiviert und produzieren zytotoxische Enzyme (2), welche Muskelfaserschaden verursa-
chen (3) und INF-y (1), was zu mitochondrialer Dysfunktion (4), endoplasmatischem Retikulumstress (5)
und Uberexpression von MHC cl.-I fiihren kann (6). Die MHC cl.-I Uberexpression filhrt wiederum zur
Belastung des endoplasmatischen Retikulums (ER) (7). Mitochondriale Dysfunktion und oxidativer Stress
beeintrachtigen die Proteasomfunktion (8). All diese Prozesse tragen zur Anhaufung von ungefalteten
Proteinen bei, was sich bei der IBM in umrandeten Vakuolen und degenerativen Merkmalen widerspiegelt
(9). Die Abbildung wurde von Benveniste et al. 2019 (56) enthommen.

1.1.6.7 T-Zellen

Unter chronischer Antigenstimulation entwickeln sich CD8*-T-Zellen in
unterschiedliche Differenzierungsstadien. Dieser Prozess wird schematisch in
Abbildung 3 dargestellt. Ein Teil der Zellen verliert ihre Effektorfunktion und
Proliferationsfahigkeit und zeigt in der Folge eine Hochregulation von programmed cell
death protein 1 (PD1). Ein anderer Teil erreicht terminale Differenzierungsstadien und
ist assoziiert mit einer geringen Proliferationsfahigkeit, kurzen Telomeren und einer
erhohten Effektorfunktion. Diese Zellen sind durch eine Hochregulation von CD57 und
gleichzeitigen Verlust von CD28 und CD27 charakterisiert (61).

Mit den Arbeiten von Greenberg et al. (62) und Knauss et al. (63) aus 2019 gibt es
neue Erkenntnisse, welche hochdifferenzierte zytotoxische CD8*-T-Zellen im Muskel
bei IBM-Patient*innen zeigen, die sich als spezifisch fir diese Erkrankung erwiesen
und nicht bei anderen entzindlichen Myopathien wie DM, PM oder IMNM

nachgewiesen werden konnten.
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Diese Zellen sind gekennzeichnet durch eine zytotoxische Signatur (Granzym A, B, H,
K, Perforin) und eine hoch differenzierte T-Zell-Signatur (KLRG1*, CD244*, T-bet",
CD57*/CD28", CD62L"). KLRG1 gilt dabei als spezifischer Marker dieser Zellen. Es
handelt sich um einen inhibitorischen Rezeptor der c-type lectin-like family, welcher
auf terminal differenzierten T-Zellen und NK-Zellen exprimiert wird. KLRG1 ist bei IBM
verstarkt auf CD8*-T-Zellen im Blut und im Muskel nachweisbar (62). Zusatzlich wurde
kirzlich in einer Studie von Goyal et al. (64) gezeigt, dass der Anteil KLRG1-positive
Zellen im Blut mit fortgeschrittener Krankheitsdauer der IBM zunimmt. KLRG1-positive
T-Zellen werden in zwei Populationen unterschieden: 1) Terminal differenzierte
Effektor-Gedachtniszellen (TEMRA) mit der Signatur KLRG1*, CD57* (CD27-, CD28,
CCR7-, CD127 gering positiv), welche nicht mehr proliferieren kdnnen und 2) Zentrale
Gedachtniszellen mit der Signatur KLRG1*, CD57- (CD27*, CD28*, CCR7*, CD127%),
welche sich in einem weniger fortgeschrittenem Seneszenz-Stadium befinden (65).
Eingewanderte T-Zellen sind im betroffenen Muskel minimal bzw. nicht proliferativ bei
der IBM im Vergleich zu anderen entzindlichen Myopathien (62). Sie sind also
resistent gegenuber Apoptose, Corticosteroiden und anderen Immunsuppressiva.
Dies kann eine mdgliche Erklarung fur das fehlende Ansprechen der IBM-
Patient*innen auf klassische Immunsuppressiva sein. KLRG1 konnte ein gezielter
Ansatz in der Therapie fur IBM werden mit dem Ziel KLRG1*-TEMRA-Zellen
abzubauen z.B. mit monoklonalen Antikoérpern (58).

T-Zellen, welche standig Antigenen und inflammatorischen Molekulen ausgesetzt sind,
verschlechtern sich funktionell, was als , T-Zell-Erschdpfung® bezeichnet wird. PD1 ist
der am meisten exprimierte inhibitorische Rezeptor auf CD8*-T-Zellen wahrend einer
chronischen Inflammation und spielt eine wichtige Rolle bei der T-Zell-Erschépfung.
Die Rolle von PD1 bei gesunden Erwachsenen liegt in der Unterscheidung zwischen
T-Effektor-Zellen und erschopften T-Zellen. Bei IBM-Patient*innen konnten zahlreiche
PD1*-Zellen im Muskel nachgewiesen werden. Zusatzlich wurden die Liganden PD-L1
und PD-L2 in geringem Ausmal® von in den Muskel eingewanderten CD68*-
Makrophagen exprimiert und PD-L2 ebenfalls auf dem Sarkolemm der Muskelfasern.
Dabei zeigte sich jedoch keine Interaktion zwischen PD-L1-Makrophagen und PD1"-
T-Zellen und lediglich eine gelegentliche Interaktion der PD1*-T-Zellen mit PD-L2 auf

dem Sarkolemm der Myofasern (63).
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Abbildung 3: T-Zell Differenzierung
Die Abbildung zeigt ein Modell der Differenzierung CD8*-T-Zellen wahrend chronischer Inflammation. Ein
Teil der Zellen kommt in einen ,Erschépfungszustand® mit funktionaler Einschrankung und zeigt eine
Hochregulation von PD1. Ein anderer Teil erreicht terminale Differenzierungsstadien und ist assoziiert mit
geringer Proliferationsféhigkeit, kurzen Telomeren und erhdhter Effektorfunktion. Diese Zellen sind durch
eine Hochregulation von CD57 und gleichzeitigen Verlust von CD27 und CD28 charakterisiert. Die
Abbildung wurde von Stroiga et al. 2011 (61) und die Tabelle von Henson et al. 2009 (125) ibernommen.

1.2 HIV

Klinische Beschreibungen des erworbenen Immunschwachesyndroms AIDS wurden

erstmals 1981 in Form der Pneumocystis-carinii-Pneumonie (PCP) und chronisch

ulzerierender perianaler Herpesinfektion bei zuvor gesunden jungen Mannern

veroffentlicht (66-68). Zwei Jahre spéater wurde das Humane Immundefizienz-Virus
(HIV) als auslosender Erreger von AIDS entdeckt (69). 1987 wurde Zidovudin

(Azidothymidin) als erstes Medikament eingeflhrt (70).
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Mit der Zeit wurden immer mehr Medikamente und auch neue Wirkstoffklassen wie
Protease Inhibitoren entwickelt. Durch Kombination dieser als sog. HAART
(hochaktive antiretrovirale Therapie) konnte die beste Wirksamkeit erreicht werden
(71, 72). Durch die Medikation traten jedoch geh&uft Nebenwirkungen wie
Lipodystrophie auf (73). Mit Weiterentwicklung der Substanzen sind solche
Nebenwirkungen seltener geworden. Es entwickelte sich der Konsens, dass jedes
infizierte Individuum frih eine antiretrovirale Therapie (ART) ohne Unterbrechung
erhalten sollte (74, 75). Heutzutage hat sich die Lebenserwartung von Patient*innen
mit HIV-Infektion unter ART deutlich erhdht (76). Trotz Therapie bleibt HIV eine
chronische Erkrankung mit einem hoéheren Risiko fur non-AIDS Komorbiditaten,
welche mit Immunseneszenz assoziiert sind (siehe 1.2.3 chronische non-AIDS
Komorbiditaten) (77).

1.2.1 Epidemiologie
Die Pravalenz und damit Auswirkungen der Erkrankung unterscheiden sich deutlich in
verschiedenen Landern. Insgesamt waren weltweit im Jahr 2020 ca. 37,7 Millionen
Menschen mit HIV infiziert (78). Am weitesten ist die Erkrankung in Afrika mit ca. 25
Millionen HIV-Infizierten verbreitet. In Europa leben ca. 2,6 Millionen Menschen mit
HIV und in Amerika und Siudost-Asien jewells ca. 3,7 Millionen Menschen. Dabei hat
sich die Anzahl der jahrlichen Neuinfektionen weltweit in den letzten 20 Jahren halbiert
von 3 Millionen Neuinfektionen 1999 zu 1,5 Millionen Neuinfektionen 2020 (78). In
Deutschland lebten Ende 2019 ca. 90 700 Menschen mit HIV-Infektion. Bis zum Jahr
2020 wurde von den Vereinten Nationen das gemeinsame ,90-90-90“ Ziel gesetzt,
dass 90% aller HIV-Infizierten diagnostiziert sein sollten und davon mindestens 90%
eine antiretrovirale Therapie erhalten sollten, welche bei wiederum 90% der
Therapierten erfolgreich mit einer Viruslast von <200 Kopien/ml sein sollte (79).
Weltweit konnte dieses Ziel mit 84%-87%-90% bisher nicht erreicht werden (80).
Deutschland ist dem Ziel mit 88%-96%-96% sehr nahe (81). Die
Hauptbetroffenengruppen in Deutschland sind aktuell mit 61,5% der HIV-
Neuinfektionen Manner, die Sex mit Mannern haben (MSM), mit 25% Menschen, die
sich auf heterosexuellem Weg infiziert haben und mit 13,8% Menschen mit Infektion

durch intravends verabreichte Drogen (81).
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Bezuglich der Altersverteilung bleibt die Anzahl der HIV-Infizierten unter 40 Jahren in
Deutschland seit Mitte der 1990er Jahre nahezu unverandert, wéhrend die Anzahl der
Menschen mit HIV in den héheren Altersgruppen kontinuierlich ansteigt. In den letzten
30 Jahren hat sich die Anzahl der Uber 40-jahrigen HIV-Infizierten in Deutschland
verfunffacht (Abbildung 4). Ursachen dafir sind einmal eine deutlich geringere
Sterblichkeit durch die antiretrovirale Therapie, aber auch eine Zunahme der

Neuinfektionen in héheren Altersgruppen (81).
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Abbildung 4: Geschéatzte Anzahl der HIV-Infizierten in Deutschland 1980-2019
Dargestellt ist die geschatzte Zahl der mit HIV lebenden Menschen in Deutschland im Zeitraum von 1980-
2019. Mit Farblicher Codierung wird in 5-Jahres-Altersgruppen unterteilt. Es ist eine deutliche Alterung der
HIV-Population in den letzten 30 Jahren zu erkennen. Die Graphik wurde aus dem epidemiologischen Bulletin
48/2020 des Robert-Koch-Instituts (81) entnommen.

1.2.2 Klinische Manifestation, Diagnostik, Klassifikation
1.2.2.1 Die nattrliche Infektion

Die Symptome in der akuten Phase der Infektion sind unspezifisch und variabel. In den
ersten zwei Wochen nach Infektion treten in vielen Falle voribergehend Symptome
wie Fieber, Exanthem und Myalgien auf, welche nach Stunden bis wenigen Tagen
wieder verschwinden (82, 83). Zu diesem Zeitpunkt (im Median 14 Tage nach
Infektion) wird das initiale Viruslast-Maximum erreicht (84). Nach einer mehrjahrigen
chronischen Phase, in welcher die meisten Patient*innen klinisch keine Symptome
zeigen, treten AIDS-definierende Erkrankungen auf und flhren ohne Therapie
letztendlich zum Tod (85).

25



Einleitung

1.2.2.2 CDC-Klassifikation

Die haufig verwendete CDC-Klassifikation von 1993 (86) wird in Tabelle 1 dargestelit.
Anhand der CD4-Zellzahl und der Klinik kdnnen die Patient*innen in jeweils drei
Stadien eingeteilt werden. Die CD4-Zellzahl wird bei Uber 500 Zellen/pl Stadium 1
zugeordnet, bei 200-499 Zellen/pl Stadium 2 und bei weniger als 200 Zellen/ul dem
Stadium 3. Anhand der Buchstaben wird die Klinik dargestellt. Stadium A schlief3t die
asymptomatische und die akute HIV-Erkrankung ein. Zusatzlich werden dieser
Kategorie auch Patient*innen mit persistierender generalisierter Lymphadenopathie
zugeordnet. Im Stadium B sind Patient*innen mit HIV-assoziierten nicht-AIDS
definierenden Erkrankungen, welche der HIV-Infektion ursachlich zuzuordnen sind
oder auf eine Stérung der zellularen Immunabwehr hindeuten. Dazu z&hlen unter
anderem Listeriosen, Candidosen (oropharyngeal oder chronisch vulvovaginal), orale
Haarleukoplakie, Herpes zoster (bei Rezidiven oder Befall mehrerer Dermatome),
sowie periphere Neuropathien. AIDS-definierende Erkrankungen werden dem
Stadium C zugeordnet. Zu diesen z&ahlen unter anderem Candidosen (von Bronchien,
Trachea, Lunge oder Osophagus), CMV-Infektionen (abgesehen von Leber, Milz,
Lymphknoten), Herpes simplex-Infektionen (chronisch oder Bronchitis, Pneumonie,
Osophagitis), Kaposi-Sarkome, Lymphome, Pneumocystis-cranii-Pneumonie,
Progressive multifokale Leukenzephalopathie, Tuberkulose, zerebrale Toxoplasmose
und das Wasting-Syndrom (86).

Tabelle 1: CDC Klassifikation der HIV-Stadien

Stadium A Stadium B Stadium C
o Akute HIV-Erkrankung e HIV-assoziierte nicht- | e AIDS-definierende
e Asymptomatische HIV- AIDS-definierende Erkrankungen
Erkrankung Erkrankungen

CD4- « Persistierende

Zellzahl generalisierte

pro pl Lymphadenopathie

>500 Al Bl Cl

200-499 A2 B2 C2

<200 A3 B3 C3

1.2.3 Chronische Non-AIDS Komorbiditaten

Die lebenslange Persistenz des HI-Virus fuhrt zu einem Status chronischer
Inflammation, welcher mit einer erhdéhten Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen einhergeht (77, 87).
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Zusatzlich fuhrt eine persistierende Entziindung ebenfalls zu Gewebeschéden
insbesondere im GI-Trakt, was zu mikrobieller Translokation und damit wiederum zu
einem erhohten Inflammationsniveau beitragen kann (88). Weitere Faktoren sind die
Produktion dysfunktionaler T-Zellen im Thymus, ART-Toxizitdt und HIV-assoziierte
Koinfektionen (77). All das tragt zu einem erhdhten Risiko HIV-Infizierter Menschen fur
eine Entwicklung von nicht-AlDS-abhangigen Komorbiditaten bei, welche haufig eine
inflammationsbedingte Pathogenese aufweisen (77). Dieser Zusammenhang wird
schematisch in Abbildung 5 dargestellt.

Auch durch langjahrige ART mit erfolgreicher viraler Suppression konnte eine
Normalisierung der Marker fiir systemische Immunaktivierung nicht erreicht werden.
Erhohte inflammatorische Biomarker sind, unabhangig von der CD4-Zellzahl und der
Viruslast, ein Risikofaktor fur die Entwicklung von non-AIDS Erkrankungen. Die
Immunaktivierung zeigte sich durch eine Erhthung proinflammatorischer Mediatoren,
dysfunktionale regulatorische T-Zellen (Tregs) und seneszente T-Zellen (89).

Der normale Alterungsprozesses geht ebenfalls mit funktionellen Veranderungen des
Immunsystems einher. Dabei korrelieren verschiedene negative Outcomes wie eine
erniedrigte Impfantwort bei Alteren, Autoimmunitat, eine Reduktion der gesamten T-
Zellpopulation, kardiovaskulare Erkrankungen und eine schlechte Antigen-Antwort mit
einem Nachweis seneszenter Zellen (90). Diese akkumulieren in verschiedenen
Organen und Geweben im Laufe des Lebens und beeinflussen den Alterungsprozess
durch die Sekretion proinflammatorischer Zytokine (90). Fur altere Menschen typische
Veranderungen im Immunsystem finden sich bei jingeren Menschen mit HIV-Infektion.
Diese Veranderungen zeigen sich durch einen erhéhten Anteil seneszenter Zellen
(CD28/CD57*) mit einer geringeren Proliferationsfahigkeit, kurzen Telomeren und
einer vermehrten Sekretion proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, TNF-a und IL-6.
Trotz deutlichen Verbesserungen durch effektive ART zeigten viele HIV-Patient*innen
(v.a. solche mit geringen CD4-Zellzahlen) bleibende Veranderungen der T-Zell-
Homdostase mit geringerem Anteil an naiven CD4-Zellen und CD8-Zellen und einem
héheren Anteil an Effektor-Gedachtniszellen mit Expression von CD57 (90).
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Abbildung 5: HIV-Infektion und beschleunigte Alterung
Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung einer mdglichen Pathogenese von Non-AIDS Komorbi-
ditaten. Die Viruspersistenz fihrt begleitet von verschiedenen Kofaktoren zu einer chronischen Aktivierung
des Immunsystems. Diese geht mit immunseneszenten Zellen (CD28") und einer verstarkten Sekretion
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1, TNF-a und IL-6 einher, was einen Einfluss auf die verfrihte Alte-
rung bei HIV-Infizierten haben kdnnte. Die Graphik wurde aus Deeks et al. 2012 (90) entnommen.

1.2.4 HIV-assoziierte neurologische Erkrankungen

HIV-Infizierte sind hé&ufig von neurologischen Erkrankungen betroffen. Im Verlauf
entwickeln ca. 60% der Patient*innen mit fortgeschrittener HIV-Erkrankung eine
neurologische Funktionsstérung (91). Diese kdnnen in allen Stadien der Erkrankung
und auf allen Ebenen der neuronalen Achse auftreten. Die Ursachen sind vielfaltig und
reichen von dem HI-Virus selbst Uber die Dysregulation des Immunsystems und
anderen Komorbiditaten bis zu Nebenwirkungen der Antiretroviralen Therapie (92).

Die haufigste neurologische Komplikation bei HIV-Infizierten ist die distal
symmetrische Polyneuropathie (DSP). Es wird geschatzt, dass uber 50% der
Patient*innen mit fortgeschrittener HIV-Erkrankung betroffen sind (93). DSP tritt in der

Regel als Konsequenz des HI-Virus selbst auf.
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Zusatzlich kann diese jedoch auch als toxische Neuropathie durch Antiretrovirale
Medikamente wie Stavudin (d4T), Didanosin (ddl) und Zalcitabin (ddC) hervorgerufen
werden. Diese sog. D-drugs werden jedoch mit Ausnahme einiger Entwicklungslander
aufgrund der Nebenwirkungen kaum noch verwendet (92). Unabhéngig der
Pathogenese ist das klinische Bild identisch mit Taubheit, Schmerzen oder
Parasthesien (92).

Wahrend heutzutage durch hohe Effizienz von antiretroviraler Therapie
fortgeschrittene Stadien einer HIV-assoziierten Demenz eine Raritat geworden sind,
kommen milde Formen des HIV-assoziierten neurokognitiven Defizits (HAND)
weiterhin vor. Circa 30-50% der Patient*innen entwickeln im Laufe der HIV-Infektion
neurokognitive Funktionsstérungen (94-96). Diese auf3ern sich tberwiegend in Form
von kognitiver Verlangsamung, Konzentrationsstérungen, mnestischen Stérungen
oder Verhaltensauffalligkeiten (97). Risikofaktoren sind ein niedriger CD4-Nadir und
eine hohe Viruslast, die Dauer der HIV-Infektion, AIDS-definierende Erkrankungen und
ein Alter Uber 50 Jahre (98, 99). Das HIV-assoziierte neurokognitive Defizit (HAND)
wird anhand der Frascati-Kriterien (100) in drei Stadien unterteilt. Fur die Diagnose
missen mdogliche andere Ursachen wie schwere depressive Episoden, Psychosen
oder Drogen- und Alkoholgebrauch ausgeschlossen werden. Als asymptomatisches
HIV-assoziiertes neuropsychologisches Defizit (ANPD) wird das erste Stadium
bezeichnet. In diesem Stadium werden kognitive Defizite in standardisierten Tests
nachgewiesen, wobei das Alltagsleben der Patient*innen noch nicht beeintrachtigt ist.
Dem zweiten Stadium werden Patient*innen mit mildem HIV-assoziiertem
neurokognitivem Defizit (MNCD) zugeordnet. Bei diesen bestehen die kognitiven
Einschréankungen bereits Gber einen langeren Zeitraum, werden im Alltag z.B. durch
Schwierigkeiten im Beruf, im eigenen Haushalt oder in der sozialen Interaktion bemerkt
und mussen durch Angehdrige bestatigt werden. Im Dritten Stadium, der HIV-
assoziierten Demenz (HAD), weisen die Patient*innen schwere Beeintrachtigungen im
Alltag auf, welche ohne fremde Hilfe nicht mehr zu bewaltigen sind.

Weitere  HIV-assoziierte  neurologische  Funktionsstérungen  kénnen  sich
beispielsweise in Form von Myelopathien oder neuromuskuldren Erkrankungen
aufiern (92).
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1.2.4.1 HIV-assoziierte Myopathien

Eine Muskelbeteiligung kann in allen Stadien der HIV-Infektion auftreten. In frihen
Phasen der Infektion zum Zeitpunkt der Serokonversion treten haufig kurzzeitig
unspezifische Myalgien auf. Im Verlauf der Erkrankung wurden bei HIV-Infizierten
sowohl antiretroviral toxische Myopathien als auch inflammatorische Myopathien
beobachtet. Im AIDS Stadium konnen sich auch opportunistische Infektionen im
Muskel manifestieren (97). Die antiretroviral toxischen Myopathien sind meist
Zidovudin-induziert und auf eine mitochondriale Schadigung durch das Medikament
zurtckzufihren (101). Diese Form wird in Abschnitt 1.2.5.1 naher beschrieben. Bei
den inflammatorischen Myopathien koénnen Patienttinnen mit HIV-Infektion
verschiedene Formen entwickeln. Bisher wurden Falle von HIV-PM, HIV-IBM, HIV-DM
und HIV-IMNM beschrieben (102, 103). Dabei konnte keine Expression von
virusspezifischen Antigenen auf Muskelfasern nachgewiesen werden und lediglich ein
geringer Teil der zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen im Endomysium wurde als
virusspezifisch detektiert (104, 105).

In einer Ubersichtsarbeit von Landon-Cardinal et al. (102) wurden pathologische
Muskelbiopsien von 46 HIV-infizierten untersucht und anhand histologischer Kriterien
in funf Subgruppen unterteilt: Polymyositis (n=18), nicht-spezifische Myositis (n=12),
Einschlusskorperchenmyositis  (n=3) und Immun-vermittelte nekrotisierende
Myopathie (n=1). Die Einteilung erfolgte anhand der ENMC-Kriterien (5, 24). Zusatzlich
wurden 12 Patient*innen einer Subgruppe mit isolierter mitochondrialer Pathologie
zugeordnet, welche durch COX-negative Fasern ohne inflammatorische Zellinfiltrate
oder geranderte Vakuolen definiert war (102).

In einigen Studien wurde ein klinisch-pathologischer Ubergang zwischen HIV-PM und
HIV-IBM beschrieben. Manche HIV-Patient*innen wurden dabei initial als PM
charakterisiert und entwickelten im Verlauf eine IBM (106, 107). Diese Beobachtung
wurde auch bei der sporadischen Form gemacht (19). Insgesamt fiel im Vergleich der
HIV-IBM zur sIBM ein signifikant jungeres Erkrankungsalter auf (106). Das
durchschnittliche Alter bei der Muskelbiopsie betrug bei Patient*innen mit HIV-IBM 51
Jahre und bei Patient*innen mit sporadischer IBM 69 Jahre (106). Dartber hinaus
stellten sich die HIV-assoziierte und die sporadische Form jedoch klinische und
histopathologisch ahnlich dar (106, 107).
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1.2.5 Therapie

Aktuell gibt es Uber 30 zugelassene Medikamente zur Behandlung einer HIV-Infektion,
welche sich aus funf Wirkstoffklassen zusammensetzen.

1. Nukleosidische bzw. Nukleotidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIS)

2. Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIS)

3. Protease-Inhibitoren (PIs)

4. Entry-Inhibitoren (Korezeptorantagonisten, Fusionsinhibitoren)

5. Integrase-Strangtransfer-Inhibitoren (INSTIS)
Die Medikamente setzen an vier verschiedenen Stellen im Replikationszyklus von HIV
an: Der Eintritt des Virus in die Zielzelle (Entry-Inhibitoren), das Umschreiben der
viralen RNA in DNA durch die Reverse-Transkriptase (NRTI und NNRTI), die
Integration der viralen Erbinformation in die DNA der Zielzelle im Zellkern durch die
HIV-Integrase (INSTI) und die proteolytische Aufspaltung viraler Makromolekuile zur
Fertigstellung der Viruspartikel durch die HIV-Protease (108).
Klinischer Standard sind Kombinationspréaparate, welche sich aus verschiedenen
Wirkstoffklassen zusammensetzen. Haufig werden zwei NRTIs mit jeweils einem
NNRTI, Pl oder INSTI kombiniert (108).

1.2.5.1 UAW bei cART

Eine der haufigsten Nebenwirkungen von ART ist die mitochondriale Toxizitat, welche
der Therapie mit NRTI zugeordnet wird (109). NRTI sind Nukleosidanaloga, die als
modifizierte Substrate von der viralen Reversen Transkriptase zur Umschreibung in
DNA genutzt werden. Durch chemische Veranderung verhindern sie die Verknipfung
mit dem nachsten Nukleotid, was zum Abbruch des viralen DNA-Strangs fuhrt (109).
Mit diesem Mechanismus kénnen sie jedoch auch als Substrat von der zellularen DNA-
Polymerase genutzt werden. Die hochste Affinitat zeigte sich dabei flir die DNA-
Polymerase vy, die fir die Replikation von mitochondrialer DNA (mtDNA) zustandig ist.
Eine Inhibition dieser fuhrt daher zur Schadigung der mtDNA Synthese (109, 110).
Zusatzlich sind noch weitere Mechanismen wie mitochondrialer oxidativer Stress und
mtDNA-Mutationen in die Pathophysiologie der NRTI-induzierten mitochondrialen

Dysfunktion involviert (110).
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Innerhalb der Gruppe der NRTI gibt es im Ausmal3 der mitochondrialen Schadigung
jedoch Unterschiede. Zalcitabine (DDC), Didanosine (DDI), Stavudine (D4T) oder
Zidovudin (ZDV/AZT) zeigten haufiger Nebenwirkungen durch mitochondriale
Toxizitat, wahrend bei Lamivudin (3TC), Abacavir (ABC), Emtricitabin (FTC) und
Tenofovir (TDF) ein geringeres Potential fur mitochondriale Schadigung vorlag (109).
Die Hauptnebenwirkungen waren Laktatazidose, Steatosis hepatis, Neuropathie,
(Kardio-) Myopathie, Pankreatitis und Lipodystrophie. Dabei wurde eine periphere
Neuropathie hauptséachlich bei Zalcitabin (ddC), Staduvudin (d4T) und Didanosin (ddl)
beobachtet und eine Myopathie oder Kardiomoypathie haufig nach Behandlung mit
Zidovudin (ZDV) (109, 111). Patient*innen mit Zidovudin-induzierter Myopathie zeigten
klinisch Myalgien, Fatigue, eine proximale Muskelschwache und eine erhéhte CK
(111). Muskelbioptisch wurden ,ragged-red“-Fasern und COX-negative Fasern
nachgewiesen (112).

1.2.6 Pathophysiologie
HI-Viren sind Retroviren und werden in zwei Typen unterschieden: HIV-1 und HIV-2.
Beide sind jedoch mit einem unterschiedlichen Krankheitsverlauf assoziiert. HIV-2 ist
mit einer 30-100-fach niedrigeren Viramie, einem hoheren Anteil an ,Non-
Progressoren und einer geringeren Geschwindigkeit der Krankheitsprogression
assoziiert und macht nur einen kleinen Anteil der Infektionen weltweit aus (108, 113,
114).
1.2.6.1 Replikationszyklus
Das Glykoprotein CD4 dient als primarer Eintrittsrezeptor von HIV-1 (115). CD4 wird

vor allem von T-Helfer-Zellen exprimiert, kommt jedoch auch auf der Oberflache von
Monozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und Mikrogliazellen des ZNS vor.
Zusatzlich ist zum Eintritt in die Zielzelle eine Bindung an einen Chemokin-Korezeptor
wie CCR5 oder CXCR4 erforderlich (116). Nach dem Viruseintritt in die Zelle erfolgt
die Umwandlung der viralen RNA in Doppelstrang-DNA mithilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase. Dabei entstehen durch Fehler haufig Sequenzmutationen, welche die
breite Sequenzvariabilitat von HIV-1 erklaren und bei der Resistenzentwicklung gegen
Medikamente oder die Immunantwort eine Rolle spielen. Die neu generierte virale DNA
wird in den Zellkern gebracht und durch das Enzym Integrase in das menschliche
Genom integriert. Nun kann durch Nutzung der zellularen Replikationsmechanismen

die Transkription viraler Gene erfolgen.
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Die strukturellen Proteine und das Hullprotein werden mit dem HIV-1-Genom in
Einzelstrang-RNA Form zu einem neuen Virus-Partikel generiert. Bis zur Fertigstellung
unterlaufen die Vorlauferproteine dabei noch Reifungsprozesse durch Protease

vermittelte Spaltung (108).

1.2.6.2 HIV-1 Latenz

Die Infektion mit HIV-1 kann zu einer Integration der viralen Erbinformation in das
menschliche Genom fuhren, weswegen auch nach langjahriger suffizienter
antiretroviraler Therapie ein Absetzen dieser eine erneute Virusreplikation herbeifihrt.
In der Regel fuhrt die Nutzung der zellularen Replikationsmechanismen zur Produktion
viraler Partikel anschlie3end zum Zelltod infizierter Zellen. In einigen Fallen kann sich
auch eine latente Infektion manifestieren, wobei die infizierte Zelle nicht unmittelbar
durch die virale DNA beeintrachtigt ist und keine Produktion viraler Partikel erfolgt. Da
die Zellen keine viralen Antigene prasentieren, kdnnen diese nur schwer vom
Immunsystem erkannt werden. Die virale DNA kann uber viele Jahre in infizierten
Zellen persistieren, da HIV-1 auch langlebige Zellen wie Gedachtnis-T-Zellen infiziert.
Bei einer inflammatorischen Reaktion konnen latent infizierte Zellen wieder aktiviert
werden und erneut virale Partikel produzieren. Dieses Reservoir an latent infizierten

Zellen macht eine Heilung der HIV-1-Infektion bisher nicht moglich (108).

1.2.6.3 T-Zellen

CD4*-T-Zellen regulieren durch die Sekretion von Zytokinen auf unterschiedliche
Weise die Immunantwort. Sie kénnen in verschiedene Subtypen unterteilt werden:
Thl-Zellen aktivieren tdber INF-y vor allem Makrophagen und CD8*-T-Zellen. Th2-
Zellen stimulieren durch Interleukin-4 B-Zellen. Th17-Zellen aktivieren neutrophile
Granulozyten und tragen zur Aufrechterhaltung der intestinalen Barriere bei.
Follikulare T-Helfer-Zellen helfen bei der B-Zell-Aktivierung in den Keimzentren der
Lymphfollikel. Eine weitere Subgruppe CD4*-Zellen sind regulatorische T-Zellen
(Tregs), welche die Immunantwort supprimieren koénnen. Nach bisherigen
Erkenntnissen scheint HIV-1 haufiger follikulare T-Helfer-Zellen und Th17-Zellen zu
infizieren (117). Die Rolle der Depletion von regulatorischen T-Zellen fur die HIV-
Pathogenese wird derzeit noch erforscht. Als wichtigste Zielpopulation von HIV-1 ist
die Bestimmung von CD4*-T-Zellen zum Routineparameter in der Diagnostik fur das

Ausmald der Immunschadigung geworden (108).
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CD8*-T-Zellen erkennen spezifische HIV-1-Peptide, welche lhnen tber HLA cl.-|
Molekile prasentiert werden, und kdnnen tber die Ausschittung von Perforinen und
Granzymen zur Apoptose von infizierten Zellen fihren. Bei einer HIV-Infektion kommt
es zu einer starken Immunantwort mit CD8*-T-Zellen gegen verschiedene Epitope
(118), welche in der akuten Phase der Infektion zunachst zu einer Kontrolle der viralen
Replikation mit einer relativ stabilen Viruslast fihrt (119). Es kénnen sich jedoch mit
der Zeit Resistenzmutationen ausbilden (120, 121). Dadurch kann trotz einer hohen
CD8-T-Zell-Aktivitat in spateren Krankheitsstadien ein wesentlicher antiviraler Effekt
ausbleiben (122). Eine Mdglichkeit fur die geringere Aktivitdt von CD8-T-Zellen bei
Patient*innen mit progressivem Verlauf konnte eine PD1-vermittelte T-Zell-
Erschopfung sein (123). Es konnte eine deutliche PD1-Hochregulation auf HIV-
spezifischen CD8*- und CD4*-T-Zellen bei Patient*innen mit chronischer HIV-Infektion
ohne ART nachgewiesen werden, welche positiv mit der Viruslast und negativ mit der
CD4-Zellzahl korrelierten. Bei chronischer Antigenpersistenz wird die T-Zell-Funktion
durch immunmodulatorische Signale wie PD1 und seine Liganden beeintrachtigt, was
zu einer ineffektiven Kontrolle der Viramie fuhrt. Mit Senkung der Viruslast durch
antiretrovirale Therapie konnte auch ein Abfall der PD1-Expression auf HIV-
spezifischen CDB8-T-Zellen beobachtet werden. Aulerdem konnte die
Proliferationsfahigkeit von CD8-T-Zellen und ihre Funktion durch Blockade des PD1-
Signalwegs mit Antikdrpern gegen PD-L1 wieder hergestellt werden (123).

Das HI-Virus interagiert mit verschiedenen Teilen des Immunsystems. Im Verlauf der
HIV-1-Infektion lassen sich sowohl Funktionseinschrankungen fur zellulare
Bestandteile des Immunsystems nachweisen als auch strukturelle Schédigungen
lymphatischer Gewebe wie Lymphfollikel (124). Die HIV-Infektion fihrt zu einem
zundchst hohen Aktivierungszustand des Immunsystems. Durch anhaltende
Stimulation von Immunzellen kann es zu einer Art Erschopfungszustand mit
Einschréankungen in Proliferationsfahigkeit und Effektorfunktion kommen. Zuséatzlich
wird eine erhdhte Expression inflammatorischer Proteine und Zytokine beobachtet.
Dieser Zustand kann zu einem bei HIV-Patient*innen beobachteten héheren Risiko fur

kardiovaskulare oder hepatische Krankheitsbilder fihren (108).
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1.3 Ziel des Forschungsprojekts
Trotz effektiver antiretroviraler Therapie werden bei Patient*innen mit HIV-Infektion
bleibende Veranderungen der T-Zell-Homdostase beobachtet. Zusétzlich féallt eine
erhdohte Pravalenz fir inflammationsbedingte Erkrankungen im Vergleich zu
seronegativen gleichaltrigen Menschen auf. Bei diesen Erkrankungen findet sich eine
erhohte  Anzahl immunseneszenter T-Zellen mit vermehrter Sekretion
proinflammatorischer Zytokine, welche auch vermehrt im Alter beobachtet werden.
Dies koénnte ein Hinweis flir die ,verfrihte Alterung® bei HIV-Infizierten sein (90).
Immunseneszente T-Zellen werden auch bei anderen Erkrankungen mit chronischer
Inflammation beobachtet. Bei der Einschlusskérperchenmyositis wurden kuirzlich
hochdifferenzierte zytotoxische T-Zellen im Muskel nachgewiesen, welche durch die
Expression von Seneszenzmarkern wie CD57 und KLRG1, einer erhdhten
Effektorfunktion und  Zytotoxizitdt bei  verringerter  Proliferationsfahigkeit
gekennzeichnet sind (62). Diese Arbeit beschéaftigt sich mit HIV-assoziierten
Myositiden als neurologische non-AIDS Komorbiditat. Da es bisher wenige
Fallbeschreibungen zu HIV-assoziierten Myositiden gibt, soll diese Arbeit den Einblick
erweitern und folgende Frage beantworten:

e Welches histomorphologische Spektrum findet sich innerhalb der HIV-

assoziierten Myositiden?

HIV-assoziierte IBM

Zusatzlich wird der Fokus auf den Vergleich der Einschlusskdrperchenmyositis
zwischen der HIV-assoziierten und der sporadischen Form gelegt. Bisher konnte wie
bei anderen non-AIDS Komorbiditaten vor allem ein friheres Erkrankungsalter bei
HIV-assoziierter IBM im Vergleich zu seronegativen Patient*innen mit sIBM
beobachtet werden.

Der Nachweis hochdifferenzierter zytotoxischer T-Zellen im Muskel von Patient*innen
mit sIBM bringt neue Erkenntnisse flir die Pathogenese der Erkrankung. In dieser
Arbeit werden Oberflachenmarker und  Transkriptionsfaktoren, die  mit
hochdifferenzierten zytotoxischen Zellen assoziiert sind, immunhistochemisch auf

Proteinebene und mit einer quantitativen PCR auf Genexpressionsebene untersucht.
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Folgende Fragen sollen beantwortet werden:
e Wie unterscheiden sich Patient*innen mit HIV-IBM von solchen mit
sporadischer IBM bezuglich klinischer als auch myopathologischer Parameter?
e Lassen sich hochdifferenzierte zytotoxische T-Zellen auch bei Patient*innen
mit HIV-IBM nachweisen?

Ein Patient mit HIV-IBM wurde Uber 12 Jahre Kklinisch und histomorphologisch
beobachtet. Anhand dieses Beispiels sollen folgende Fragen beantwortet werden:
e Wie entwickelt sich die HIV-assoziierte Einschlusskérperchenmyositis klinisch
und histomorphologisch im Verlauf?
e Welche Unterschiede zeigen sich zwischen der initialen Biopsie und der
Verlaufsbiopsie in Bezug auf die hochdifferenzierten zytotoxischen T-Zellen auf

Proteinebene und Genexpressionsebene?
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2 Material
2.1

Tabelle 2: Reagenzien

Reagenzien

Material

Produkt Hersteller/Handler
Aceton Merck, Darmstadt, Deutschland
Chloroform Roth, Karlsruhe, Deutschland
Ethanol JT Baker, Center Valley, USA
Glykogen UltraOure RNase-frei 20 pg/ul Life Technologies, Darmstadt, Deutschland
Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
Normales Ziegenserum Vector Laboratrories, Burlingame, USA
PBS Biochrom AG, Berlin, Deutschland
ROTI-HISTOKITT Il Einschlussmittel Roth, Karlsruhe, Deutschland
Xylol JT Baker, Center Valley, USA
Vectashield Mounting Medium with DAPI Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA

2.2

Antikorper

Tabelle 3: Primére Antikdrper

Produkte Klone Spezifitat Verdinnung Hersteller/Handler
CD4 SP35 Kaninchen anti Mensch 1:100 Zymed, Osterreich
CcD8 C8/114B Maus anti Mensch 1:100 DAKO, Deutschland
CD3 polyklonal Kaninchen anti Mensch 1:100 DAKO, Deutschland
CD20 L26 Maus anti Mensch 1:400 DAKO, Deutschland
CD45 UCHL1 Maus anti Mensch 1:400 DAKO, Deutschland
CD56 ERIC-1 Maus anti Mensch 1:200 Serotec, Deutschland
CD68 EBM11 Maus anti Mensch 1:100 DAKO, Deutschland
C5b-9 aEll Maus anti Mensch 1:100 DAKO, Deutschland

HLA-ABC W6/32 Maus anti Mensch 1:1000 DAKO, Deutschland

HLA-DR CR3/43 Maus anti Mensch 1:200 DAKO, Deutschland

MHCneo NB-MHCn Maus anti Mensch 1:20 Novocastra, Grol3britannien
P62 polyklonal Kaninchen anti Mensch 1:100 Abcam, Grof3britannien

KLRG1 polyklonal Kaninchen anti Mensch 1:50 Proteintech, GroR3britannien
CD57 SPM 129 Maus anti Mensch 1:50 Zymed, Osterreich
CD27 EPR8569 Kaninchen anti Mensch 1:500 Abcam, GroR3britannien

PD1 NAT105 Maus anti Mensch 1:100 Abcam, GroR3britannien

PD-L1 E1L3N Kaninchen anti Mensch 1:100 Cell Signaling, Deutschland

PD-L2 TY25 Ratte anti Mensch 1:100 Abcam, GroR3britannien
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Tabelle 4: Fluorochrome und weitere Fluoreszenz Farbeldsungen

Produkte Spezifitat
AF488 Ziege anti Kaninchen
AF488 Ziege anti Maus

Cy3 Ziege anti Maus
Cy3 Ziege anti Kaninchen

LCO (pFTAA) -

2.3 PCR-Sonden
Tabelle 5: TagMan-Sonden

TagMan Gene Expression Assay
B3GATL1 (CD57)

Verdinnung Hersteller/Handler
1:100 Invitrogen, Carlsbad, USA
1:100 Invitrogen, Carlsbad, USA
1:100 Dianova, Hamburg, Deutschland
1:100 Dianova, Hamburg, Deutschland
1:500 Peter Nilsson, Institut fir Chemie

Link6ping Universitéat, Schweden

Referenznummer
Hs01024500 _m1

CD244 Hs00175569 _m1
CD27 Hs00609654 g1
KLRG1 Hs00195153 m1l
PD1 Hs01550088_m1
PDL1 Hs00204257_m1
PDL2 Hs00228839_m1l
PGK1 Hs99999906_m1
TBX21 Hs00894392_m1l
2.4 Kommerzielle Kits und Enzyme

Tabelle 6: Kommerzielle Kits und Enzyme

Produkt
DNase free Kit
High-Capacity cDNA Archive Kit
peqGOLD TriFast
TagMan Fast Universal PCR Master Mix

2.5 Gerate
Tabelle 7: Gerate und Laborausristung

Produkt
BZ-X800 Fluoreszenzmikroskop
Farbeautomat Benchmark XT
Kryostat Cryo-Star Microm HM560
Microplate Reader TECAN Infinite 200
Olympus BX50 Mikroskop
PCR-Thermocycler Uno-Cycler
Real-Time PCR System 7900 HT
Zeiss Observer Z1 Fluoreszenzmikroskop

Hersteller/Handler
Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
PEQLAB Biotechnologie, Erlangen
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Hersteller/Handler
Keyence, Neu-Isenburg, Deutschland
Ventana Medical Systems, llikirch, Frankreich
Microm, Walldorf, Deutschland
Tecan, Grédig, Osterreich
Olympus, Tokio, Japan
VWR, Darmstadt, Deutschland
Applied Biosystems, Foster City, USA
Zeiss, Gottingen, Deutschland

38



Methodik

3 Methodik

3.1 Patient*innenkollektiv
Der Studienablauf wird in Abbildung 6 schematisch dargestellt. Die Auswahl der
Patient*innen erfolgte anhand des Befundes ihrer Muskelbiopsie. In Phase | wurden
19 Patient*innen mit HIV-assoziierter Myositis eingeschlossen. Kriterien dafiir waren
eine HIV-Erkrankung und entzindliche Veranderungen in der Muskelbiopsie. Neun
Patient*innen kamen aus dem Diagnostikpool des Instituts fir Neuropathologie der
Charité — Universitatsmedizin Berlin, wovon vier im gleichen Haus behandelt wurden
und die Ubrigen aus anderen Kliniken innerhalb Berlins (Vivantes Auguste-Viktoria-
Klinikum, Schlosspark-Klinik) an das Institut fir Neuropathologie der Universitatsklinik
Uberwiesen wurden. Zur Erweiterung des Patient*innenkollektivs wurde
deutschlandweit in weiteren Muskelzentren angefragt. Aus dem Institut fur
Neuropathologie der Universitatsklinik Dusseldorf wurden uns funf Patient*innen
Ubermittelt. Weitere drei kamen aus der Universitatsklinik Minchen und jeweils ein*e
Patient*in wurde aus Koln und Bonn zugesandt. In Phase Il erfolgte anhand der
Histomorphologie eine weitere Einteilung in Untergruppen (siehe 4.2.1 Spektrum HIV-
assoziierter Myositiden). Fur die Auswertung der klinischen Daten wurden die
Patient*innen zundachst in zwei Gruppen zusammengefasst: Patient*innen mit HIV-
assoziierter Einschlusskérperchenmyositis (HIV-IBM) und solche mit unspezifischen
entzundlichen Veranderungen in der Biopsie, welche nicht den ENMC-Kriterien (24)
der IBM entsprachen (HIV-non-IBM). Von einem Patienten lag uns zusatzlich zur
initialen Biopsie eine Verlaufsbiopsie vor. Dieser Patient wird in Abschnitt 4.4 detailliert
dargestellt. FUr alle anderen Auswertungen wurden die Daten der initialen Biopsie
verwendet. Fir die Gegenuberstellung der HIV-IBM mit der sporadischen Form der
Einschlusskorperchenmyositis (sIBM) in Phase Ill wurde eine Vergleichsgruppe
hinzugezogen. Diese setzt sich aus sieben Patient*innen mit histologisch gesicherter
sIBM anhand der ENMC-Kriterien (24) zusammen und entstammt dem Diagnostikpool
des Instituts fur Neuropathologie der Charité— Universitatsmedizin Berlin. Fir die
Genexpressionsanalyse wurde zusatzlich eine Gruppe von nicht betroffenen
Patient*innen als non-disease control (NDC) untersucht. Eingeschlossen wurden

hierbei sechs Patient*innen ohne pathologische Auffalligkeiten in der Muskelbiopsie.
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Zusétzliche klinische Kriterien waren eine normwertige Creatinkinase (CK), keine
Auffalligkeiten im Elektromyogramm (EMG), sowie keine Paresen in der klinischen
Untersuchung. Die Patient*innen entstammen ebenfalls dem Diagnostikpool des

Instituts fur Neuropathologie der Charité— Universitadtsmedizin Berlin.

PHASE | Einschlusskriterien:
. HIV-Diagnose
. entziindliche Veranderungen in der Muskelbiopsie
Charité-Universitatsmedizin Berlin
=y \ Kohorte:
HlIV-assoziierte
Myositiden
Universitatskliniken / =18
Bonn, Dusseldorf, Kéln, Miinchen
n=10
PHASE Il Histologische Charakterisierung HIV-Kohorte
HiIV-assoziierte IBM HIV-non-IBM
(histologisch gesicherte IBM) (andere Myositis Formen &
n=7 unspezifische Veranderungen
in der Muskelbiopsie)
n=12
Kontrollgruppen
Sporadische IBM non-disease control
(histologisch gesicherte IBM) (Muskelbiopsie ohne pathologische
n=7 Auffalligkeiten)
n=6
PHASE Il Vergleich HIV-IBM und sIBM
. Proteinebene
. Genexpressionsebene

Abbildung 6: Studienablauf
Der Studienablauf kann in drei Phasen eingeteilt werden. In Phase | erfolgte die deutschlandweite Rekru-
tierung von Patient*innen mit HIV-assoziierter Myositis. In Phase 1l wurde die HIV-Kohorte histologisch
charakterisiert und zusatzlich Patient*innen mit sIBM und ohne pathologische Auffélligkeiten in der Biopsie
als Vergleichsgruppen eingeschlossen. In der dritten Phase erfolgte der histologische und molekulargene-
tische Vergleich der HIV-assoziierten und der sporadischen IBM.
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3.2 Datenschutz und ethische Richtlinien
Die Studie wurde unter Einhaltung der Deklaration von Helsinki zu ethischen
Richtlinien der medizinischen Forschung am Menschen durchgefihrt und von der
Ethikkommission der Charité bewilligt (EA2/163/17 und EA1/259/19). Alle Daten
wurden retrospektiv aus der Routinebehandlung erhoben. Nach Einschluss in die
Studie wurden die Patient*innendaten pseudonymisiert und anschlielend
ausgewertet. Die Ubermittlung der Patient*innendaten von den Partnerkliniken erfolgte
ebenfalls pseudonymisiert. Nur autorisierte Personen haben Zugriff auf die

Originaldaten.

3.3 Klinische Daten

Die klinischen Daten wurden aus den Krankenakten erhoben bzw. pseudonymisiert
von den Partnerkliniken zugesandt. Es wurden folgende Daten zur HIV-Erkrankung
erfasst: Angaben zur zeitlichen Einordnung der Erkrankung (Alter bei HIV-
Erstdiagnose (ED) und zeitlicher Abstand zwischen HIV-ED und Biopsie), der
Immunstatus mit CD4-Nadir und CD4-Helferzellzahl, Viruslast und antiretroviraler
Therapie zum Zeitpunkt der Biopsie, das CDC-Stadium, HIV-assoziierte Koinfektionen
und HIV-Manifestationen.

Zur Auswertung der muskelbezogenen klinischen Daten wurde das Alter bei Biopsie
und die zeitliche Einordnung des Symptombeginns in Bezug zur Biopsie ausgewertet.
Des Weiteren wurden Angaben zur Art der Symptomatik (Erstsymptom, Myalgien,
Paresen, Dysphagie) erhoben. Die Ausprdgung der Paresen wurde dabei in die
Schweregrade mild, moderat und schwer eingeteilt. Milde Paresen entsprechen einem
Kraftgrad 4+ der Medical-Research-Council-Skala (MRC) mit méglicher Bewegung
gegen kraftigen Widerstand, welche jedoch schwacher als auf der Gegenseite ist.
Moderaten Paresen werden die Kraftgrade 4 und 4- der MCR-Skala zugeordnet mit
moglicher Bewegung gegen malfigen bis leichten Widerstand. Als schwere Paresen
werden Kraftgrade unter 4- der MRC-Skala bezeichnet mit méglicher Bewegung gegen
die Schwerkraft, jedoch nicht gegen Widerstand. Fur alle betroffenen Patient*innen
wurde ein Schweregrad vergeben, welcher sich auf die jeweils schwéachste
Muskelgruppe bezieht. Weitere Parameter sind zusatzliche Erkrankungen wie
Malignome und andere Organmanifestationen, welche unterteilt wurden in

Neuropathie, Hautmanifestationen und kardiale oder pulmonale Beteiligung.
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Laborchemisch wurden die Creatinkinase (CK) und Myositis-spezifische Antikorper
erhoben. Bei der CK handelt es sich um den Wert zum Zeitpunkt der Muskelbiopsie.

Bei den Myositis-assoziierten Antikdrpern wurde der Status von Anti-cN1A erhoben,
welcher mit der Einschlusskérperchenmyositis assoziiert wird. Beim Nachweis weiterer
Autoantikorper, werden diese zusatzlich angegeben (siehe 4.1 Klinische Daten).
Weiterhin wurden die Ergebnisse im EMG ausgewertet. Eingeteilt wurde dabei in ein
myogenes oder neurogenes Muster oder eines gemischten Bildes. Bei Vorliegen einer
Muskel-MRT wurden die Parameter Atrophie, Odem als Zeichen u.a. fur Inflammation
und fettige Degeneration beurteilt und in vorhanden bzw. nicht vorhanden eingeteilt. In
Bezug auf therapeutische Interventionen wurden Angaben zur medikamentdsen
Therapie und deren Wirksamkeit erhoben. Als positives Therapieansprechen wurden

auch Patient*innen mit temporarem Effekt, welcher mit der Zeit nachliel3, bewertet.

3.4 Histologie

3.4.1 Anfertigung von Gefrierschnitten und Einzelfarbungen

Die Muskelproben wurden im Institut fir Neuropathologie der Berliner Charité und den
Partnerinstituten der Universitatskliniken Bonn, Dusseldorf, Kdln und Minchen
entnommen und anschlieBend bei -80°C cryo-asserviert. Ausgenommen war eine
Probe (HIV-Pat. 19), welche uns in Paraffineinbettung zugesandt wurde. Am
Kryostaten (Cryo-Star Microm HM560) wurden fur die weiteren Farbungen 8-10 um
dinne Schnitte angefertigt und auf Objekttragern bei -20°C aufbewahrt. Vor der
Weiterverarbeitung erfolgte eine Adaptierung des Gewebes bei Raumtemperatur fur
20 Minuten mit anschlieBender Fixierung in Aceton fur weitere 10 Minuten fur die
immunhistochemischen Farbungen. Die konventionellen und enzymatischen
Farbungen wurden in der Diagnostik des Instituts fur Neuropathologie nach
Standardprotokollen durchgefiihrt. Fur die immunhistochemischen Farbungen wurde
ein Farbeautomat ,Benchmark XT“ der Firma Ventana (Ventana Medical Systems,
llkirch, Frankreich) eingesetzt. Im Anschluss an die Einzelfarbungen wurden die
Schnitte mit einer aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert (20 Sekunden in 70%, je 1
Minute in 80%, 96% und 100% Alkohol) und anschliel3end zweimal fir je 1-2 Minuten
mit Xylol geklart. Zum Schluss wurden die Schnitte mit einem Einschlussmedium
(ROTI-HISTOKIT II) eingebettet.
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Folgende Farbungen wurden durchgefihrt:

Konventionell histologische und enzymhistochemische Farbungen:
e GOMOri-Trichrom-Farbung, H&E, PAS
¢ Elastika-van-Gieson-Farbung (EVG)
e Unspezifische-Esterase-Farbung , saure Phosphatase
e Kongorot-Farbung
e SDH-Farbung, COX/SDH-Farbung, NADH-TR Farbung
o ATP-asen4.3,4.6,9.4

Immunhistochemische Farbungen:

e CD4, CD8, CD3, CD20, CD45, CD56, CD68, C5b-9, MHC cl.-I (HLA-
ABC), MHC cl.-ll (HLA-DR), MHCneonatal, p62, LC3, KLRG1, CD57,
CD27, PD1, PD-L1, PD-L2

3.4.2 Immunfluoreszenz mit LCO

LCOs (Luminescent conjugated oligothiophenes) sind konformations-sensitive
optische Amyloid-Marker, welche sich an die Struktur der Proteinaggregate anpassen
und abhangig davon Fluoreszenzlicht unterschiedlicher Wellenl&ange emittieren. Dies
ermdglicht die Unterscheidung verschiedener Populationen von Proteinaggregaten
anhand der spektralen Zuordnung (57). In dieser Arbeit wurde mit pFTAA (pentameric
formyl thiophene acetic acid) gefarbt, hergestellt von Prof. Peter Nilsson am Institut fur
Chemie der Universitat Link6ping in Schweden.

Nach der in 3.3.1 beschriebenen Vorbehandlung erfolgten die weiteren Schritte fur die
Fluoreszenzfarbungen in einer feuchten Farbekammer. Die Gewebeschnitte wurden
fur 30 Minuten mit pFTAA bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend mit
phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) und destilliertem Wasser gespilt. Zum Schluss
erfolgte eine wassrige Einbettung mit VECTASHIELD Mounting Medium mit DAPI, was

zusatzlich zu einer Farbung der Zellkerne fihrt.

3.4.3 Immunfluoreszenzdoppelfarbungen

Mit Inkubation von zwei Prim&rantikdrpern und anschliel3ender Detektion dieser mit
unterschiedlich fluoreszierenden Sekundarantikérpern sind Doppelfarbungen auf

einem Schnitt moéglich.
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Zunachst wurde dafir mit dem passenden Serum der Spezies des sekundaren
Antikorpers fur 30 Minuten blockiert, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Nach
jeder Inkubation erfolgte ein Waschschritt mit PBS fur 10 Minuten. Die Inkubation mit
dem ersten primaren Antikorper erfolgte bei 4°C tber Nacht. Anschlie3end folgte der
erste fluoreszierende sekundare Antikorper mit einer Inkubationszeit von einer Stunde
bei Raumtemperatur. Alle weiteren Schritte im Protokoll wurden unter Lichtausschluss
durchgefiihrt. Das Protokoll wird mit einem zweiten primaren Antikérper und einem
zweiten  Fluorchrom-gekoppelten  sekundéren  Antikorper auf denselben
Gewebsschnitten mit jeweils einer Stunde Inkubationszeit wiederholt. Zum Schluss
erfolgte ebenfalls eine wassrige Einbettung mit VECTASHIELD Mounting Medium mit

DAPI. Die Schnitte wurden bei 4°C bis zum Mikroskopieren aufbewabhrt.

3.4.4 Histologische Auswertung

Die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden am Olympus BX50 Mikroskop
durchgefuhrt. Die Fotografien charakteristischer Befunde wurden mit dem BZ-X800
Fluoreszenzmikroskop und der zugehoérigen Software (Keyence, Osaka, Japan)
angefertigt. Es erfolgte eine Einteilung in Schweregrade 0-3 fur folgende Merkmale:
Kalibervarianz und  Atrophie, Binde-/Fettgewebsvermehrung, Nekrosen,
Regeneration, MHC cl.-I/MHC cl.-1l Expression, geranderte Vakuolen, mitochondriale
Veranderungen, Autophagie und zellulare Inflammation. Die Einteilung erfolgte
anhand der in Tabelle 8 beschriebenen Kriterien und wird in den Abbildungen 1-3
anhand von Bildern jedes Schweregrades veranschaulicht. Die Auspragung der
zellularen Inflammation wurde anhand der durchschnittlichen Zellzahl aus zehn
Gesichtsfeldern (kurz HPF in 400-facher Vergré3erung) bestimmit.

Zur Beurteilung der Autophagie wurden sowohl immunhistochemische Farbungen mit
p62 als auch mit LC3 durchgefiihrt. Bei der Auswertung erwies sich p62 als sensitiverer
Marker, weswegen dieser fur den ,overall severity score“ und die histologischen Bilder

verwendet wurde.
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Tabelle 8: Semiquantitativer Score und Punktwerte der histologischen Merkmale

Kapillarverlust
Komplementaktivierung
Fasern und Kapillaren
Amyloidablagerungen
(LCO, kongophile
Einschlisse)

Merkmal 0 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte
Punkte
e Kalibervarianz, Atrophie | keine gering mittel stark
e Binde-
/Fettgewebsvermehrung
e Nekrosen
e Regeneration
MHC cl.-I/l1l Expression
e Fasern mit geranderten | keine vereinzelt wenig zahlreich
Vakuolen
e COX/SDH* Fasern
e Mitochondriale keine .kappenartige“ Subsarkolemmale | ,ragged-
Akkumulationen subsarkolemmale | Akkumulationen blue/red*-
Akkumulationen umranden die | Fasern
ganze Faser
(,Pra-ragged-
blue/red®)

e Autophagie keine vereinzelt fein- | konzentriert konzentriert
granular innerhalb der | innerhalb  der
angefarbte Fasern | Vakuolen in | Vakuolen in

wenigen Fasern zahlreichen
Fasern
o Zellulare Inflammation | keine 1-4 Zellen 4-20 Zellen Cluster von
durch B-, T-Zellen und mehr als 20
Makrophagen pro Zellen
Gesichtsfeld
e Kapillare Erweiterung Nein Ja
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Abbildung 7: Histologische Einteilung Schweregrade SDH, COX/SDH, u. Esterase
Dargestellt ist die histologische Einteilung in Schweregrade von 0 (nicht betroffen), 1 (mild), 2 (moderat), 3
(schwer). Fur die SDH-Farbung werden zu Grad 1 Fasern mit ,kappenartigen“ subsarkolemmalen Akku-
mulationen zugeordnet (A2). Bei Grad 2 umranden die subsarkolemmalen Akkumulationen die ganze Fa-
ser, welche als ,Pra-ragged-blue” bezeichnet wird (A3). Beim 3. Schweregrad sehen wir die volle Auspra-
gung als ,ragged-blue“-Fasern (A4). In der Doppelfarbung mit COX/SDH sind bei Grad 1 vereinzelt COX"
/SDH* Fasern dargestellt (B2, weil3e Pfeile). Mit jedem Schweregrad nimmt die Anzahl an COX/SDH*
Fasern zu. Mit Farbung der unspezifischen Esterase werden Nekrosen (schwarze Pfeile) und Myopha-
gozytosen (weilRe Pfeile) dargestellt. Die Anzahl dieser steigert sich mit jedem Schweregrad (C2-4).
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Abbildung 8: Histologische Einteilung Schweregrade p62, CD56, MHCneo
Die Einteilung in Schweregrade der immunhistochemischen Farbungen fir p62, CD56 und MHC neonatal
(MHCneo) sind in dieser Abbildung anhand von Bildern dargestellt. Mit der p62-Farbung werden autopha-
gische Strukturen markiert, welche hier mit schwarzen Pfeilen gekennzeichnet sind. Bei Grad 1 findet sich
eine fein-granulare Anfarbung einzelner Fasern (A2). Ab dem 2. Grad sind die autophagischen Strukturen
konzentriert innerhalb der Vakuolen einzelner Fasern zu sehen (A3). Bei Grad 3 zeigt sich ein &hnliches
Bild in starkerer Auspragung (A4). Regenerierende Fasern kdnnen mit Farbung von CD56 dargestellt wer-
den und sind in den jeweiligen Schweregraden mit schwarzen Pfeilen markiert (B2-4). MHC neonatal ist
ebenfalls ein Marker fiir regenerative Reaktionen auf Muskeldegeneration und wird in C2-4 veranschaulicht.
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MHC cl.-l

Grad 0

Grad 1

Grad 2

Grad 3

Abbildung 9: Histologische Einteilung Schweregrade MHC cl.-1 und MHC cl.-lI
Die Anfarbung von MHC cl.-I (linke Spalte) und MHC cl.-Il (rechte Spalte) ist in dieser Abbildung mit der

jeweiligen Zuordnung von Auspragung und Schweregraden dargestellt. Beispielhaft werden Fasern mit sar-
kolemmaler Farbereaktion mit schwarzen Pfeilen markiert.
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Weitere Merkmale zu kapillaren Pathologien (Verlust oder Erweiterung),
Komplementaktivierung (auf Fasern oder Kapillaren) und Amyloid-Ablagerungen
(dargestellt mit Kongorot-/LCO-Farbung) wurden in vorhanden oder nicht vorhanden
eingeteilt und werden in Abbildung 10 anhand von Bildern veranschaulicht. Zusatzlich
ist die morphologische Unterscheidung CD4*-Zellen in Lymphozyten und
Makrophagen dargestellt, welche als Grundlage fir die Quantifizierung CD4*-

Lymphozyten diente.
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Abbildung 10: Weitere histologische Merkmale
In dieser Abbildung sind weitere Einzelmerkmale dargestellt. Bild A zeigt Komplementaktivierung mit Farbung
von C5b-9 auf dem Sarkolemm (schwarzer Stern) und auf den Kapillaren (schwarzer Pfeil). Die morpho-
logische Unterscheidung CD4-positiver Zellen in Lymphozyten (schwarzer Pfeil) und Makrophagen (weil3er
Pfeil) ist in Bild B dargestellt und dient als Grundlage fir die Quantifizierung CD4*-Lymphozyten. Kapillare
Pathologien werden in C und D in Form von Kapillarverlust (flachiges Areal mit schwarzer Umrandung) und
kapillarer Erweiterung (weiRer Pfeil) veranschaulicht.

49



Methodik

Zusammengefasst werden die einzelnen Merkmale in einem overall severity score
(OSS). Dieser unterteilt zehn Kategorien: von 0 fur Biopsien ohne pathologische
Auffalligkeiten bis 10 fir Biopsien mit maximaler Auspragung aller Merkmale. Er setzt
sich zusammen aus 18 Merkmalen mit 0-3 Punkten und sechs Merkmalen mit 0-1
Punkten und wird fir alle Patient*innen anhand der Summe aller Punkte errechnet.

In Abbildung 11 sind beispielhaft Bilder von der Go&mori-Trichrom-Farbung mit

Zuordnung zu dem jeweiligen OSS dargestellt.

0SS |0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Pkt. |0 | 1-6 | 7-12 13-18 19-24 25-30 31-36 37-42 43-48 49-54 | 55-60

Abbildung 11: overall severity score

Die Einteilung in Schweregrade wurde als Grundlage zur Erstellung eines overall severity scores (OSS)
genutzt. Dafir wurde die maximale Punktzahl aller Merkmale addiert und die Summe in 10 Schweregrade
eingeteilt. Fir alle Patient*innen wurde anschlieRend die individuelle Punktzahl berechnet und dem entspre-
chenden overall severity score zugeordnet. Beispielhaft sind in den Bildern A-D verschiedene Schweregrade
in der Goémori-Trichrom-Farbung zu sehen. Bild A zeigt einen nicht betroffenen Muskel aus der Kontroll-
gruppe mit einem OSS von 0. Im zweiten Bild (B) ist ein mild betroffener Muskel zu sehen, welcher mit 12
Punkten einem OSS von 2 entspricht. Der Muskel in Bild C ist mit einer Punktzahl von 34 einem OSS von 6
zuzuordnen. Bild D zeigt die maximale Auspragung mit einem OSS von 10, welcher durch eine Punktzahl
von 55 zustande kommt. Die Markierungen zeigen Merkmale wie atrophe Fasern (wei3e Pfeile), endomysi-
ale Bindegewebsvermehrung (schwarzer Stern) und geréanderte Vakuolen (schwarzer Pfeil).
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3.5 Analyse der Genexpression
Fur die Analyse der Genexpression wurden 30x10 pm dicke Schnitte des
Muskelgewebes mit dem Kyrostat angefertigt und bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C

gelagert.

3.5.1 RNA-Isolation

Die RNA-Isolation wurde mit der Trizol/Chloroform-Methode nach Piotr Chomczynski
und Nicoletta Sacchi durchgefuihrt. Zunachst wurde das Muskelgewebe mit 1000 pl
peqGOLD TriFast (PEQLAB Biotechnologie, Erlangen) homogenisiert. Wahrend der
Inkubationszeit (5 Minuten) kommt es zur Zelllyse, die RNasen werden durch
Guanidinisothiocyanat inaktiviert und Phenol fuhrt zur L6sung von DNA und Proteinen.
Die Zugabe von 200 pl Chloroform und anschlie3ende Zentrifugation (12 000 g bei
4°C fur 10 Minuten) fihrt zur Auftrennung in drei Phasen. Die RNA ist in der wassrigen
Phase enthalten. Diese wurde zur Prazipitation in ein neues Reaktionsgefal pipettiert,
wozu 0,5 pl RNase freies Glykogen als Fallungsmittel und 500 pl Isopropanol
hinzugegeben wurden. Nach 10 Minuten Inkubationszeit und anschlieRender
Zentrifugation (12 000 g bei 4°C fur 10 Minuten) bildet die RNA ein gelartiges Pellet.
Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das RNA-Pallet mit 1000 pl 75%igem Ethanol
gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das RNA-
Pellet fir 15-20 Minuten getrocknet. AnschlieRend wurde die RNA in 32 pl H20
resuspendiert und 10 Minuten bei 56°C inkubiert. Mithilfe des Infinite M200 Microplate
Reader und der zugehorigen Software (i-control Tecan, Mannedorf, Schweiz) wurde
die Konzentration der RNA gemessen, sowie der Reinheitsgrad bestimmt (A260/280-
Quotienten von 1.6-2.1). Bis zur weiteren Verarbeitung wurde die RNA bei -80°C

weggefroren.

3.5.2 cDNA Synthese

Fur die quantitative Real Time PCR musste aus der RNA zunéachst mittels reverser
Transkription die dazu komplementére DNA (cDNA) hergestellt werden.

Daflir wurde zundchst das DNase free Kit (Applied Biosystems, Forster City, USA)
verwendet, um DNA-Verunreinigungen und die DNasen aus den RNA Proben zu
entfernen. Das Reaktionsgemisch aus 2,2 ug RNA, 5 pl DNase-Buffer, 1 pl rDNase

und X ul H20 (Gesamtvolumen von 50 pl) wurde fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert.
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Zur Unterbrechung der DNase-Reaktion wurden anschliel3end 5 pul DNase Inactivation
Reagent (ebenfalls in dem oben genannten Kit enthalten) hinzugeftgt.
Nach kurzer Inkubationszeit von 2 Minuten bei Raumtemperatur und anschliel3ender
Zentrifugation (10 000 g fur 2 Minuten) wurde der Uberstand (ohne
Inaktivierungsreagenz) direkt in die PCR-Tubes uberfuihrt. Fur die cDNA-Synthese
wurde das High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Forster City, USA)
verwendet. In die PCR-Tubes wurden um jeweils 50 ul PCR Mastermix mit folgender
Zusammensetzung erganzt:
10 pl 10x RT Puffer,10 pl 10x RT Random Primer, 4 pl 25x dNTP Mix, 5 ul Reverse
Transkriptase und 21 pyl RNase-freiem Wasser.
AnschlieBend erfolgt die Umschreibung im PCR-Cycler unter folgenden
Inkubationsbedingungen:

1. 25°C 10 Minuten

2. 37°C 2 Stunden

3. 85°C 5 Sekunden

4. 4°C Hold
Die cDNA wurde bei -20°C aufbewahrt.

3.5.3 Quantitative Real Time Polymerase Kettenreaktion

Die quantitative Real Time PCR (gqPCR) beruht auf dem Prinzip der herkdmmlichen
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Die Quantifizierung der gewonnen DNA wird dabei
mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen in Echtzeit wahrend der exponentiellen
Amplifikationsphase jedes PCR-Zyklus erfasst. Die Messung des Expressionsniveaus
verschiedener Gen-Transkripte und eines endogenen Kontrollgens
(Phosphoglyceratkinase 1, PGK1, Tabelle 5) wurde mit dem 5‘-Nuklease Verfahren
auf einem ABI PRISM® 7900HT Fast Real-Time PCR System unter Verwendung von
einem TagMan® Gene Expression Assay fir menschliche DNA (beides Applied
Biosystems, USA) durchgefiihrt. Die TagMan-Sonden sind dabei an einem Ende mit
einem Quencher und an dem anderen Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff
markiert, welche sich beim Abbau durch die Tag-Polymerase wahrend der Synthese
des Gegenstrangs voneinander entfernen und das Fluoreszenzsignal abgeben.

Fur die gPCR wurden jeweils 1 pl (10 ng) cDNA, 5 ul TagMan FastStart Universal PCR
Master Mix, 0,5 ul TagMan Gene Expression Assay und 3,5 pl Nuklease-freies Wasser
hinzugefigt.
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Die Durchfuhrung entsprach den folgenden Reaktionsbedingungen:

Temperaturen Dauer Anzahl der Zyklen | Reaktionen
95°C 20s 1 Initiale Denaturierung
95°C 1ls 45 Denaturierung
60°C 20s 45 Primerhybridisierung und Elongation

3.5.4 Analyse und Auswertung
Die Bestimmung des Genexpressionslevels erfolgt mit Hilfe des Ct-Wertes (cycle
threshold), welcher die Anzahl der Zyklen angibt bei der die Fluoreszenz den zuvor
gemessenen Schwellenwert (Hintergrundfluoreszenz) Gberschreitet. Je mehr DNA vor
der PCR in der jeweiligen Probe vorlag, desto geringer ist der entsprechende Ct-Wert.
Es erfolgte fur jeden Parameter aller Patient*innen eine dreifache Bestimmung, wovon
der Mittelwert fur die weiteren Berechnungen verwendet wurde. Werte mit einer zu
groBen Abweichung wurden ausgeschlossen. Zusatzlich ergaben einzelne
Messungen Werte unterhalb der Nachweisgrenze, was insbesondere bei dem Marker
PD1 in der Gruppe nicht betroffener Patient*innen (NDC) zu einer geringen Anzahl an
auswertbaren Messungen gefihrt hat. Diese geringe Anzahl an Werten in der NDC
Gruppe ist bei den Markern CD57 und PD1 bei den spéateren Berechnungen zu
beachten. Fur die Auswertung wurden die Ct-Werte der Zielgene in Bezug zum
endogenen Kontrollgen gesetzt und daraus ACt (= Ct — Ct der endogenen Kontrolle)

berechnet.

3.5.5 Statistische Auswertung
Die ACt-Werte der Patient*innengruppen wurden statistisch ausgewertet. Fir die
graphische Darstellung in einem Boxplot mit Einzelwertdarstellung und Whiskern der
Lange 1,5 x Interquartilsabstand (IQR) wurde mit seaborn und matplotlib in Python 3
gearbeitet. Die ACt-Werte werden auf inverser Achse veranschaulicht. Fur die
statistischen Berechnungen wurde, mittels scipy.stats und scikit_posthocs in Python
3, der Kruskal-Wallis Test mit anschlieRendem Dunn-Test und Bonferroni-Holm-
Korrektur durchgefihrt. Dargestellt werden die p-Werte, die unterhalb des

Signifikanzniveaus lagen, welches auf 5% (*), 1% (**) und 0,1% (***) festgesetzt wurde.
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4 Ergebnisse
4.1 Klinische Daten
4.1.1 Demographische Daten

Die insgesamt 32 Patient*innen wurden in vier Untergruppen eingeteilt. Bei 19
Personen lag eine HIV-Erkrankung vor. Diese wurden anhand des histologischen
Befundes weiter in HIV-IBM (sieben Pat.) und HIV-non-IBM mit unspezifischen
entzindlichen Verédnderungen in der Biopsie (12 Pat.) unterteilt. Unter den HIV-
Erkrankten sind ausschlielich mannliche Patienten vertreten. Sieben Patient*innen
mit sporadischer IBM und sechs non-disease control Patient*innen wurden als
Vergleichsgruppen untersucht. Hier findet sich auch ein Gberwiegend maéannlicher
Anteil mit jeweils einer weiblichen Vertreterin in beiden Gruppen (Tabelle 10).

4.1.2 HIV-Vorgeschichte

Tabelle 9 zeigt einen Uberblick der klinischen Daten der HIV-Patient*innen. Die HIV-
Erstdiagnose (ED) wurde in der HIV-non-IBM-Gruppe durchschnittlich im Alter von 34
Jahren (SD=4,8) gestellt, wahrend die HIV-IBM-Patient*innen bei der Erstdiagnose
durchschnittlich 40 Jahre (SD=10,5) alt waren.

Die meisten Patient*innen beider Gruppen hatten zum Zeitpunkt der Biopsie einen
stabilen Immunstatus unter antiretroviraler Therapie (ART). Drei Patient*innen (1, 17,
18) erhielten zum Zeitpunkt der Muskelbiopsie keine ART. Die CD4-Zellzahl bei Pat. 1
und 17 war zu diesem Zeitpunkt jedoch in einem guten bis leicht erniedrigten Bereich
mit 500 und 478 Zellen/ul. Bei Pat. 18 lagen uns keine Daten zur CD4-Zellzahl vor.
Hervorzuheben ist ebenfalls, dass Pat. 19 im Rahmen des klinischen Aufenthaltes
bereits 2 Monate nach HIV-ED bioptiert wurde. Insgesamt lag der Zeitraum zwischen
HIV-ED und Biopsie innerhalb der HIV-IBM-Gruppe bei durchschnittlich 12 Jahren
(SD=7,5) und bei den lbrigen HIV-Patient*innen im Mittel bei 7 Jahren (SD=5,4).

Die haufigste HIV-ass. Koinfektion war in beiden Gruppen Hepatitis B und/oder C mit
einem Anteil von 29% (HIV-IBM) bzw. 25% (HIV-non-IBM). In der HIV-non-IBM-
Gruppe gab es zusatzlich auch Patient*innen mit Lues- (17%) oder Chlamydien- (8%)
Infektion. HIV-Manifestationen zeigten sich ebenfalls in beiden Gruppen in Form von
opportunistischen Infektionen (14% HIV-IBM, 33% HIV-non-IBM), Neuropathien (14%
HIV-IBM, 42% HIV-non-IBM) und Malignomen (14% HIV-IBM, 17% HIV-non-IBM).
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Zur zeitlichen Einordnung der Malignome ist zu erwéhnen, dass sich dieses bei Pat. 1
25 Jahre nach HIV-ED in einer Phase ohne ART als Non-Hodgkin-Lymphom (NHL)

manifestierte. Bei Pat. 12 wurde ein Hodgkin-Lymphom vier Jahre nach HIV-ED

diagnostiziert. Bei Pat. 14 ist die maligne Erkrankung in Form eines NHL zeitlich drei

Jahre nach der HIV-ED einzuordnen. Bei der Einordnung in die CDC-Klassifikation

sehen wir insgesamt in beiden Gruppen eine gemischte Verteilung tber alle Stadien

(A1-C3), wobei aufgrund fehlender Daten die Klassifizierung nur bei der Halfte der

Patient*innen moglich war.

Tabelle 9: Klinische Daten HIV-Vorgeschichte

HIV-IBM HIV-Myositis/non-IBM
Alter bei HIV ED in Jahren 20-29 14% (n=1) 8% (n=1)
30-39 29% (n=2) 59% (n=7)
=40 57% (n=4) 8% (n=1)
Keine Angaben - 25% (n=3)
Mittel (+SD) 40 (x10,5) 34 (+4,8)
CD4-Nadir <200 29% (n=2) -
(CD4*-T-Zellen/pl) 200-500 14% (n=1) 42% (n=5)
>500 - -
Keine Angaben 57% (n=4) 58% (n=7)
Jahre zwischen HIV-ED und 0-5 43% (n=3) 34% (n=4)
Biopsie 5-10 14% (n=1) 25% (n=3)
10-15 - 8% (n=1)
>15 43% (n=3) 8% (n=1)
Keine Angaben - 25% (n=3)
CD4 bei Muskelbiopsie <200 - -
(CD4*-T-Zellen/pl) 200-500 14% (n=1) 8% (n=1)
>500 - 34% (n=4)
Keine Angaben 86% (n=6) 58% (n=7)
Viruslast bei Muskelbiopsie <20 - 25% (n=3)
(Viruskopien/ml) 20-1000 - 8% (n=1)
1000-10 000 - -
>10 000 - 8% (n=1)
Keine Angaben 100% (n=7) 59% (n=7)
ART bei Muskelbiopsie Ja 72%(n=5) 75% (n=9)
Nein 14%(n=1) 17% (n=2)
Keine Angaben 14%(n=1) 8% (n=1)
ART Verlauf Ja - -
Einnahme von AZT/ZDV Nein 57% (n=4) 33% (n=4)
in der Vorgeschichte Keine Angaben 43% (n=3) 67% (n=8)
CDC Stadium Al 14%(n=1) -
A2 - -
A3 - 8% (n=1)
Bl - -
B2 - -
B3 - 8% (n=1)
C1 - -
Cc2 14% (n=1) 17% (n=2)
C3 14% (n=1) 17% (n=2)
Keine Angaben 58% (n=4) 50% (n=6)
HIV-assoziierte Koinfektionen Hepatitis (B und/oder C) 29% (n=2) 25% (n=3)
Lues - 17% (n=2)
Chlamydien - 8% (n=1)
Keine - -
Keine Angaben 71% (n=5) 50% (n=6)
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HIV-Manifestationen Malignom 14% (n=1) 17% (n=2)
(mehrfach Antworten maoglich) Opportunist. Infektionen 14% (n=1) 33% (n=4)
Neuropathie 29% (n=2) 42% (n=5)
Keine 14% (n=1) 8% (n=1)
Keine Angaben 57% (n=4) 42% (n=5)

4.1.3 Muskelspezifische Daten
4.1.3.1 Krankheitsgeschichte und klinische Untersuchung

Tabelle 10 gibt einen Uberblick der muskelbezogenen klinischen Daten im
Gruppenvergleich zwischen HIV-IBM, sIBM, HIV-non-IBM und NDC.

Das durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Biopsie betrug 53 Jahre (SD=4,7) in der
HIV-IBM-Gruppe, 70 Jahre (SD=4,3) bei Patient*innen mit sporadischer IBM, 43 Jahre
(SD=6) innerhalb der HIV-non-IBM-Gruppe und 58 Jahre (SD=9,5) bei den nicht
betroffenen Kontrollen. Dazu ist zu erganzen, dass die HIV-IBM-Patient*innen im
Vergleich zu der sIBM-Gruppe im Schnitt friher bioptiert wurden. Die Zeitspanne
zwischen Symptombeginn und Biopsie lag hier im Mittel bei 1,8 Jahren (SD=0,7) und
in der sIBM-Gruppe bei 6,2 Jahren (SD=3,2). In der HIV-non-IBM-Gruppe wurden die
Patient*innen durchschnittlich 2,9 Jahre (SD=4,1) nach Symptombeginn bioptiert.

Als Erstsymptom zeigte sich in beiden IBM-Gruppen (HIV-IBM und sIBM) tiberwiegend
eine Schwache der Oberschenkelmuskulatur (jeweils 57% der Patient*innen). In der
HIV-non-IBM-Gruppe wurde vor allem Uber Myalgien als erstes Symptom bei 50% der
Patient*innen berichtet. Eine Muskelschwache wurde lediglich von 25% der HIV-non-
IBM-Patient*innen als Erstsymptom angegeben. Insgesamt war die Muskelschwéche
starker bei den IBM-Patient*innen im Vergleich zur non-IBM-Gruppe fortgeschritten.
Die maximale Auspragung der Paresen war bei 14% der HIV-IBM-Gruppe und 29%
sIBM-Patient*innen als moderat (MRC Kraftgrad 4 und 4-) einzuordnen und bei 43%
(HIV-IBM) bzw. 29% (sIBM) als schwer (MRC Kraftgrad < 4-). Dabei waren in beiden
Gruppen sowohl Patient*innen mit symmetrischem als auch mit asymmetrischem
Verteilungsmuster in dhnlichem Verhaltnis vertreten. An den unteren Extremitaten
zeigte sich die Schwéche Uberwiegend proximal betont (57% HIV-IBM, 72% sIBM) und
an den oberen Extremitaten gemischt mit distaler Betonung (14% HIV-IBM, 29%
sIBM), proximaler Betonung (29% HIV-IBM) oder gleicher Betroffenheit der proximalen
und distalen Muskulatur (57% sIBM). Die HIV-non-IBM-Gruppe zeigte tUberwiegend
milde (33%) oder keinen Paresen (42%). Eine Ausnahme bildete Pat. 8 mit Kraftgraden
bis 4- nach MRC-Skala.
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Eine Dysphagie wurde bei jeweils einem*r Vertreter*in in den HIV-Gruppen und zwei
sIBM-Patient*innen beobachtet. Hierbei ist zu ergénzen, dass die Auspragung stark
variierte. In den meisten Fallen wurde von einer milden Form der Schluckstdérung
berichtet. Bei einem Patienten (sIBM 3) war die Dysphagie das Erstsymptom, welche
sich dann progredient mit Komplikation einer Aspirationspneumonie entwickelte. Im
Verlauf stabilisierte sich die Dysphagie unter Immunglobulin-Gabe und Bougierung
einer vorliegenden Osophagus-Stenose. Einen Nachweis von Malignomen gab es
auch in der sIBM-Gruppe in Form eines lokalen Prostatakarzinoms mit ED 6 Jahre vor
Biopsie und eines follikularen Lymphoms ersten Grades, wobei hier die ED 20 Jahre
mit einem Rezidiv 12 Jahre vor Biopsie gestellt wurde. In diesen beiden Fallen sind die
Malignome somit nicht im Zusammenhang mit der IBM einzuordnen. Als weitere
Organmanifestation trat bei 29% (IBM) bzw. 42% (non-IBM) der HIV-Patient*innen und
bei 14% in der sIBM-Patient*innen eine Neuropathie auf, wobei diese in der HIV-
Gruppe auch viral bedingt eigeordnet werden kann. Eine zusatzliche kardiale,
pulmonale oder dermatologische Beteiligung als Hinweis auf eine Dermatomyositis

wurde bei keinem der Patient*innen beobachtet.

4.1.3.2 Paraklinische Untersuchungen
Laborchemisch zeigte sich in den IBM-Gruppen (HIV-IBM und sIBM) bei allen
Patient*innen eine CK-Erhohung mit 2 bis 6-fachem Anstieg und Werten von 435-1193
U/l. In der HIV-non-IBM-Gruppe zeigten 25% der Patienten eine normwertige CK und
50% eine 2 bis 5-fache Erhéhung mit Werten von 373-900 U/l. Myositis spezifische
Antikdrper konnten mit zwei Anti-cN1A*-Patient*innen in der sIBM-Gruppe und in der
HIV-non-IBM-Gruppe mit einem Anti-cN1A*/Anti-Ro52* sowie einem Anti-Ro52*/Anti-
PM-Scl* Patienten nachgewiesen werden. Anti-cN1A wird dabei mit der
Einschlusskérperchenmyositis und Anti-Ro52 bzw. Anti-PM-Scl werden mit der
Overlap Myositis assoziiert (7). Elektromyografisch zeigten 43% der HIV-IBM-
Patient*innen, 57% der Patient*innen mit sSIBM und 34% aus der HIV-non-IBM-Gruppe
ein myopathisches Muster. Ein gemischtes Bild mit zusatzlich neurogenen Zeichen
wurde bei begleitender Neuropathie bei 43% in der HIV-IBM Gruppe, 14% der sIBM-
Patient*innen und 8% der HIV-non-IBM-Gruppe beobachtet. Unter den HIV-
Patient*innen wurde bei jeweils einem Vertreter ein rein neuropathisches Muster

gesehen, wobei auch hier eine PNP bekannt war.
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In der Muskel-MRT wurden die Parameter Atrophie, Odem als Zeichen u.a. fur

Inflammation und fettige Degeneration beurteilt. Atrophie und 06dematdse
Veranderungen wurden in allen drei Gruppen festgestellt. Zusatzliche Zeichen einer
fettigen Degeneration traten vereinzelt bei den IBM-Patient*innen auf (29% HIV-IBM,

14% sIBM), wobei uns insgesamt wenige MRT-Befunde vorlagen.

4.1.3.3 Therapie
Die Therapie erfolgte bei 42% der Patient*innen mit HIV-IBM und 86% der sIBM-

Patient*innen mit intravenésen Immunglobulinen (IVIG). Darunter zeigte sich
Uberwiegend eine Besserung bzw. Stabilisierung der Symptomatik, wobei sich dieser
Effekt oft als zeitlich limitiert erwies. In der HIV-non-IBM-Gruppe wurden 33% mit
Steroiden und 17% mit intravendsen Immunglobulinen behandelt. Uberwiegend zeigte
sich auch hier ein zeitweise positiver Effekt der Therapie. Bei Pat. 8 waren die Paresen
unter Immunglobulin-Therapie weitestgehend ricklaufig mit stabilem Verlauf unter
fortlaufender Therapie. Eine Ausnahme bildete Pat. 16, welcher weder auf Steroide

noch auf IVIG ansprach.

Tabelle 10: Klinische Daten Myositis

HIV-IBM sIBM HIV-Myositis/ NDC
non-IBM
Geschlecht Q - 14% (n=1) - 17% (n=1)
3 100% (n=7) 86% (n=6) 100% (n=12) 83% (n=5)
Alter bei Biopsie Mittelwert (+SD) 53 (x4,7) 70 (¥ 4,3) 43 (£ 6) 58 (£ 9,5)
Symptombeginn vor|<1 Jahr 43% (n=3) - 17% (n=2) 33% (n=2)
Biopsie >1 Jahr 43% (n=3) 43% (n=3) 25% (n=3) -
>5 Jahre - 43% (n=3) 8% (n=1) -
Unbekannt 14% (n=1) 14% (n=1) 50% (n=6) 67% (n=4)
Erstsymptom Myalgien 14% (n=1) - 50% (n=6) 50% (n=3)
Schwéche oE - 14% (n=1) 17% (n=2) -
Schwache uE 57% (n=4) 57% (n=4) 8% (n=1)
Dysphagie - 14% (n=1) - -
Keine Angaben 29% (n=2) 14% (n=1) 25% (n=3) 50% (n=3)
Myalgien Ja 29% (n=2) 29% (n=2) 58% (n=7) 83% (n=5)
Nein 29% (n=2) 42% (n=3) 17% (n=2) -
Keine Angaben 42% (n=3) 29% (n=2) 25% (n=3) 17% (n=1)
Paresen Symmetrisch 29% (n=2) 42% (n=3) 8% (n=1) -
Symmetrie Asymmetrisch 29% (n=2) 29% (n=2) 8% (n=1)
Keine Angaben 42% (n=3) 29% (n=2) 25% (n=3)
Muster d>p|p>d 14% (n=1) 29% (n=2) -
(OE | UE) Keine |p>d 14% (n=1) - 8% (n=1)
p>d|p>d 29% (n=2) - 17% (n=2)
p=proximal p=d|p>d - 43% (n=3) -
d=distal p=d|p=d 14% (n=1) -
p>d|d>p - 17% (n=2)
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Auspragung Mild (KG 4+) - 13% (n=1) 33% (n=4) -
(MRC Skala) Moderat (KG 4-u.4) 14% (n=1) 29% (n=2) 8 % (n=1) -
Schwer (KG < 4-) 43% (n=3) 29% (n=2) - -
Keine Angaben 43% (n=3) 29% (n=2) 17% (n=2) 50% (n=3)
Keine - - 42% (n=5) 50% (n=3)
Dysphagie Ja 14% (n=1) 29% (n=2) 8% (n=1) -
Nein 14% (n=1) 57% (n=4) 25% (n=3) 17% (n=1)
Keine Angaben 72% (n=5) 14% (n=1) 67% (n=8) 83% (n=5)
Malighome Ja 14% (n=1%) 29% (n=2) 17% (n=2%) -
(*HIV-ass.) Nein 43% (n=3) 57% (n=4) 42% (n=5) 33% (n=2)
Keine Angaben 43% (n=3) 14% (n=1) 42% (n=5) 67% (n=4)
Andere Neuropathie 29% (n=2) 14% (n=1) 42% (n=5) -
Organmanifestationen | Haut - - - -
Kardial - - - -
Pulmonal - - - -
Keine 43% (n=3) 72% (n=5) 17% (n=2) 33% (n=2)
Keine Angaben 28% (n=2) 14% (n=1) 42% (n=5) 67% (n=4)
CK in U/l Normal - - 25% (n=3) 33,33% (n=2)
<500 14% (n=1) 14,29% (n=1) 8% (n=1) -
<1000 43% (n=3) 42,86% (n=3) 42% (n=5) -
>1000 43% (n=3) 28,57% (n=2) - -
Unbekannt - 14,29% (n=1) 25% (n=3) 66,67% (n=4)
Nachweis Auto-AK Ja - 29% (n=2) 8% (n=1) -
Anti-cN1A Nein 57,14% (n=4) 42% (n=3) 8% (n=1) -
Keine Angaben 42,86%(n=3) 29% (n=2) 75% (n=9) 100% (n=6)
Andere MSA/MAA - - 8% (n=1) -
EMG Myopathisch 43% (n=3) 57% (n=4) 34% (n=4) -
Neuropathisch 14% (n=1) - 8% (n=1) -
Gemischt 43% (n=3) 14% (n=1) 8% (n=1) -
Keine Angaben - 29% (n=2) 50% (n=6) 67% (n=4)
Unauffallig - - - 33% (n=2)
MRT:
zutreffende Keine - - 8% (n=1) -
Pathologien Eine - 43% (n=3) - -
-Atrophie Zwei 29% (n=2) 14% (n=1) 8% (n=1) -
-Odem Drei - 14% (n=1) - -
-fettige Degeneration Keine Angaben 71% (n=5) 29% (n=2) 84% (n=10) 100% (n=6)
Therapie Steroide - - 33% (n=4) -
IVIG 42% (n=3) 86% (n=6) 17% (n=2) -
Keine 29% (n=2) - - 33% (n=2)
Keine Angaben 29% (n=2) 14% (n=1) 50% (n=6) 67% (n=4)
Therapie Ja* 67% (n=2) 100% (n=6) 66% (n=4) -
ansprechen Nein - - 17% (n=1)
*(inkl. zeitweise) Keine Angaben 33% (n=1) - 17% (n=1)
4.2 Histomorphologische Charakterisierung

4.2.1 Spektrum HIV-assoziierter Myositiden

Von allen Patient*innen wurden konventionell histologische und immunhistochemische

Farbungen angefertigt. In diesem Abschnitt wird die Gruppe der HIV-assoziierten

Myositiden beschrieben. In Abbildung 12 wird das histomorphologische Spektrum

dargestellt. Im oberen Teil der Grafik sind die verschiedenen Kategorien thematisch

geordnet.

(Kalibervarianz,
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Atrophie

folgende Bereiche: Allgemeine Parameter
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mitochondriale

Verdnderungen (anhand der SDH, COX/SDH Farbung und dem Vorliegen von

.ragged-red“-Fasern in der Goémori Trichrom Farbung),
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Proteinaggregation (anhand des Nachweises geranderter Vakuolen, kongophiler
Einschlisse und Anfarbung mit LCO), Autophagie (mit Farbung von p62),
Gewebsuntergang (Beurteilung von Nekrosen und Myophagozytosen mit Farbung der
unspezifischen Esterase), Regeneration (Farbung von CD56 und MHC neonatal),
Gefal3pathologien (Kapillare Erweiterung und Kapillarverlust anhand der MHC cl.-ll
Farbung), Humorale Immunantwort (Komplement auf den Fasern und Kapillaren mit
Farbung von C5b-9), MHC cl.-1 und MHC cl.-Il Farbereaktion auf dem Sarkolemm und
die zellulare Immunantwort (Makrophagen mit Farbung von CD68 und Lymphozyten
mit Farbung von CD20, CD45, CD8, CD4). Im oberen Teil der Grafik ist die Einteilung
anhand eines semiquantitativen Scores mit drei Schweregraden dargestellt. Im
unteren Teil wird die Summe aller Merkmale mit einem Wert als overall severity score
(OSS) zusammengefasst.

Es war eine deutliche Abgrenzung der HIV-IBM-Patienttinnen von den Ubrigen
erkennbar. Dies zeigte sich durch eine insgesamt schwerere Muskelschadigung mit
Werten von 6-9 im OSS. Zusatzlich waren bei allen Patient*innen dieser Gruppe die
IBM-typischen Merkmale wie Proteinaggregationen, autophagische Vakuolen,
mitochondriale Schadigung, ubiquitare sarkolemmale MHC cl.-l und cl.-ll
Hochregulation, Infiltrate mit CD8>CD4 T-Zellen und Makrophagen nachweisbar.

Die HIV-non-IBM-Gruppe lie3 sich anhand der histomorphologischen Merkmale in
weitere Subgruppen unterteilen: IMNM-like (Immun-vermittelte nekrotisierende
Myositis), MEM/MMP (milde endomysiale Myositis mit milder mitochondrialer
Pathologie), PM-Mito, MEM/VI,KP (milde endomysiale Myositis mit vaskularer

Inflammation bzw. kapillarer Pathologie, ohne mitochondriale Beteiligung).
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Abbildung 12: Histomorphologisches Spektrum HIV-assoziierter Myositiden

Dargestellt sind die histologischen Merkmale der Muskelbiopsien der HIV-Patient*innen. Anhand dieser
Merkmale wird in fiinf Gruppen unterteilt. I: HIV-IBM, II: IMNM-like, 1ll: MEM/MP, IV: PM-Mito, V:
MEM/VI,KP. Im oberen Teil wurden fur die Auspragung der histologischen Merkmale jeweils 0-3 Punkte
vergeben. Beurteilt wurden allgemeine Parameter wie Kalibervarianz, Atrophie und Binde-/Fettgewebsum-
bau anhand der Gémari-Trichrom-Farbung und der EVG-Féarbung. Weiterhin wurden mitochrondriale Ver-
anderungen mithilfe von der Farbung mit SDH bzw. COX/SDH bewertet. Die fur die IBM typischen Pro-
teinaggregationen wurden anhand von geranderten Vakuolen, dem Vorhandensein von kongophilen Ein-
schlussen und mit der LCO-Immunfluoreszenzféarbung dargestellten Amyloidablagerungen klassifiziert. Au-
tophagie-Prozesse wurden mit der Farbung p62 beurteilt, Nekrosen anhand der unspezifischen Esterase
und Regeneration mithilfe von CD56 und MHC neonatal. Beziiglich GeféaRpathologien wurden kapillare Er-
weiterungen oder Kapillarverlust bewertet. Die humorale Immunantwort wird mit der Farbung von Komple-
ment (C5b-9) auf den Fasern und Kapillaren beurteilt. Weiterhin werden die sarkolemmale MHC cl.-I und
MHC cl.-1l Farbereaktion, sowie Makrophagen (CD68), Lymphozyten (CD45) mit Unterteilung in B-Lympho-
zyten (CD20) und T-Lymphozyten (CD8, CD4) mit dem semi-quantitativen Score klassifiziert. Anzumerken
ist, dass hier bei der Farbung von CD4 anhand der Morphologie lediglich CD4*-T-Lymphozyten einge-
schlossen wurden (siehe Abb. 10). Bei den mit Stern gekennzeichneten Merkmalen wurde lediglich in vor-
handen (entspricht Grad 1) oder nicht vorhanden (entspricht Grad 0) eingeteilt. Fir Pat. 19 lag uns in Pa-
raffin eingebettetes Gewebe vor, womit nicht alle Farbungen durchgefiihrt werden konnten. Im unteren Teil
sind alle Merkmale jeweils in einem overall severity score zusammengefasst, welcher die Summe aller
Punkte auf einer Skala von 0-10 einordnet.
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4.2.1.1 IMNM-like

Ein Patient wurde als IMNM-like eingeordnet. In der Ubersichtsaufnahme der Gomori-
Trichrom-Farbung zeigte sich eine erhOhte Kalibervarianz und eine moderate
endomysiale Bindegewebsvermehrung. Auflerdem waren vereinzelt Fasern mit
kleinen Vakuolen nachweisbar, welche jedoch keine Randerung aufwiesen. Weiterhin
war die Biopsie charakterisiert durch Nekrosen und Regenerate sowie einer
moderaten mitochondrialen Schadigung mit einzelnen ,ragged-blue” Fasern. Infiltrate
zeigten sich pradominant mit Makrophagen und nur vereinzelt mit Lymphozyten. Des
Weiteren war eine milde sarkolemmale Farbereaktion mit MHC cl.-I nachweisbar,
welche bei der Farbung mit MHC cl.-Il ausfiel. Komplementaktivierung fand sich
sowohl auf dem Sarkolemm der Fasern als auch auf den Kapillaren. Ebenfalls fiel eine
kapillare Erweiterung auf. Autophagische Strukturen waren mit Anfarbung von p62
nicht wie bei dem fur die IBM typischem Muster in den Vakuolen konzentriert, sondern
zeigten sich fein granular auf einzelnen Fasern. Histomorphologisch waren diese
Merkmale am ehesten mit einer IMNM vereinbar. Die histologischen Bilder werden in
Abbildung 13 dargestellt. Klinisch ist zu erganzen, dass der Patient tber den
gesamten bisherigen Verlauf eine normwertige CK aufwies und zusatzlich keine Anti-
SRP- und Anti-HMGCoA-Antikbrper nachweisbar waren. Insgesamt konnte die

Diagnose einer IMNM aufgrund des klinischen Befundes nicht gestellt werden.
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Abbildung 13:
Histologische Merkmale
Gruppe II: IMNM-like
Dargestellt sind die histolo-
gischen Merkmale der
Gruppe 1l (IMNM-like) im
Spektrum der HIV-assozi-
ierten Myositiden. In der
GOmori-Trichrom-Farbung
(A) zeigt sich eine erhéhte
Kalibervarianz (weilRer
Pfeil), moderate endomysi-
ale Bindegewebsvermeh-
rung (schwarzer Stern), so-
wie vereinzelte Fasern mit
Vakuolen (schwarzer Pfeil).
Zur Beurteilung autophagi-
scher Strukturen sehen wir
in der p62 Farbung (B) eine
milde, fein-granulare Anfar-
bung einzelner Fasern
(schwarze Pfeile). Mit Far-
bung der unspezifischen
Esterase (C) zeigen sich
Nekrosen und Myopha-
gozytosen (schwarzer
Pfeil), sowie zahlreiche
Makrophagen im Endomy-
sium (weilBer Pfeil). Kom-
plementaktivierung mit Far-
bung von C5b-9 (D) konnte
sarkolemmal  (schwarzer
Stern) und auf den Kapilla-
ren nachgewiesen werden.
Mit CD68 angefarbte Mak-
rophagen werden in Abbil-
dung E dargestellt (schwar-
zer Pfeil). CD8*-Lymphozy-
ten (F) sind vereinzelt en-
domysial nachweisbar
(schwarze Pfeile). In der
MHC cl.-I Farbung (G) zeigt
sich eine milde sarkolem-
male Farbereaktion. MHC
cl.-Il wird auf den Fasern
nicht angefarbt, es fallt je-
doch eine kapillare Erweite-
rung auf (H, schwarze
Pfeile). Mitochondriale
Schéadigungen zeigen sich
in der SDH Farbung (I) in
Form von einzelnen ,rag-
ged-blue“-Fasern mit aus-
gepragten Mitochondrien-
akkumulationen (schwarze
Pfeile). COX/SDH* Fasern
kénnen nicht gezeigt wer-

den (J).
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4.2.1.2 Milde Myositis mit milder mitochondrialer Pathologie
Die Skelettmuskelbiopsate von sechs Patient*innen (Pat. 9-14) sind zu einer Gruppe
mit milder endomysialer Myositis und milder mitochondrialer Pathologie
zusammengefasst (MEM/MMP). Histologische Bilder von Vertreter*innen dieser
Gruppe werden in Abbildung 14 dargestellt. Die Biopsate zeigten vereinzelt
endomysiale lymphozytare Infiltrate und Makrophagen mit einem Schweregrad von 1.
Zusatzlich fiel eine milde sarkolemmale MHC cl.-I und cl. 1l Hochregulation auf. Die
mitochondriale Schadigung zeigte sich mit subsarkolemmalen mitochondrialen
Akkumulationen und vereinzelt COX/SDH* Fasern. Eine Farbereaktion
autophagischer Strukturen mit p62 oder LC3 war nicht nachweisbar. Bei Pat. 14 war
zusatzlich ein chronisch neurogener Prozess zu beobachten, welcher mit erhohter
Kalibervarianz, Nekrosen und Regeneraten auffiel. Die zusatzliche mitochondriale
Schadigung und milde Inflammation war jedoch nicht durch den chronisch neurogenen
Prozess zu erklaren, weshalb dieser Patient auch in die Gruppe MEM/MMP
eingeordnet wurde. Klinisch ist hier als mogliche Ursache fir den chronisch
neurogenen Prozess eine periphere Polyneuropathie zu ergdnzen. Die Biopsie wurde

aus dem M. gastrocnemius entnommen.
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Abbildung 14: Histologische Merkmale Gruppe Ill: MEM/MMP

Gezeigt werden die histologischen Merkmale von HIV-Patient*innen mit milder endomysialer Myositis und
milder mitochondrialer Pathologie. In der Gémdri-Trichrom-Férbung (A) zeigt sich eine milde Kalibervari-
anz. Die p62 Farbung (B) stellt sich unaufféllig dar. CD8*-Lymphozyten (C) werden vereinzelt im Endomy-
sium nachgewiesen (schwarze Pfeile). MHC cl.-l (D) zeigt eine milde sarkolemmale Hochregulation
(schwarze Pfeile). Milde mitochondriale Veranderungen sehen wir in Abbildung E in Form von subsarko-
lemmalen Akkumulationen als sog. ,Pra-ragged-blue“-Fasern (weiRe Pfeile). In der Doppelfarbung (F) kdn-
nen vereinzelt COX/SDH* Fasern nachgewiesen werden (weil3er Pfeil).

65



Ergebnisse

4.2.1.3 PM-Mito
Zwei Muskelbiopsate (Pat. 15, 16) zeigten das Bild einer PM-Mito mit lymphozytaren

Infiltraten im Endomysium, einer sarkolemmalen MHC cl.-l und cl. Il Farbereaktion und
mitochondrialer Schadigung in Form einer vermehrten Anzahl COX/SDH* Fasern. Bei
Pat. 15 lag der Fokus dabei auf der mitochondrialen Schadigung, welche hier mit Grad
3 stark ausgepragt war, wobei chronisch myopathische Veranderungen wie
endomysiale Bindegewebsvermehrung und Faseratrophie lediglich mild ausgepréagt
waren. Bei Pat. 16 stand die inflammatorische Komponente mit zahlreichen CD8*-T-
Zellen im Vordergrund. Zusatzlich zeigte sich eine starker ausgepragte Kalibervarianz
und endomysiale Fibrose. Als Abgrenzung zur IBM waren bei beiden Patient*innen
keine Proteinaggregate in Form von geranderten Vakuolen oder kongophilen
Einschlissen nachweisbar. Zusétzlich blieb eine Féarbereaktion mit den
Autophagiemarkern p62 und LC3 aus. Bilder der histopathologischen Merkmale dieser

Gruppe werden in Abbildung 15 dargestellt.
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COX/SDH

Abbildung 15: Histologische Merkmale Gruppe IV: PM-Mito

HIV-Patient*innen mit dem histologischen Bild einer PM-Mito werden in dieser Abbildung dargestellt. In
der Gomori-Trichrom-Farbung (A) zeigt sich eine erhéhte Kalibervarianz (weil3er Pfeil), endomysiale
Bindegewebsvermehrung (schwarzer Stern), sowie endomysiale Infiltrate (schwarzer Pfeil). Die Far-
bung mit p62 (B) zeigt sich unaufféllig. In Abbildung C werden endomysiale Infiltrate mit zahlreichen
CD8*-Lymphozyten dargestellt, welche nicht-nekrotische Muskelfasern umstellen und diese teils auch
invadieren (schwarze Pfeile). MHC cl.-l (D) ist in diffuser Verteilung sarkolemmal hochreguliert
(schwarze Pfeile). Mitochondriale Schadigungen zeigen sich mit sog. ,ragged-blue“-Fasern (E, weilRe
Pfeile) und zahlreichen COX/SDH* Fasern (F, weil3e Pfeile).
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4.2.1.4 Milde Myositis mit vaskularer

Inflammation/kapillarer Pathologie

Bei der letzten Gruppe MEM/VI,KP (Pat. 17-19) lag der Fokus auf der Inflammation mit
milden endomysialen Infiltraten. Es gab im Vergleich zu den anderen Gruppen jedoch
keine Hinweise flr eine mitochondriale Schadigung. Zusétzlich fielen verschiedene
Gefal3pathologien auf. Pat. 17 zeigte eine kapillare Pathologie mit Kapillarverlust und
Komplementablagerungen auf den Kapillaren. Weiterhin fiel eine sarkolemmale MHC
cl.-Il Farbereaktion mit teilweise perifaszikularer Betonung in Gefalregionen auf. Bei
Pat. 18 war eine ausgepragte multifokale vaskulare Inflammation zu beobachten.
Zusatzlich waren endomysial vereinzelt Lymphozyten nachweisbar. Auch hier fiel eine
Farbereaktion mit MHC cl.-Il in der Nahe von GefalRen auf.

Bei Pat. 19 war das Gewebe in Paraffin eingebettet, weswegen nicht alle Farbungen
maoglich waren. Hier zeigten sich vor allem lymphozytare Infiltrate, welche endomysial
mit teilweise perivaskularer Betonung lokalisiert waren. Eine COX/SDH Farbung
konnte nicht durchgefiihrt werden. In den anderen Farbungen gab es jedoch keinen
Hinweis auf eine mitochondriale Pathologie, weswegen wir diesen Patienten auch in
die Gruppe MEM/VI,KP eingeordnet haben. Die histologischen Merkmale der Gruppe
werden anhand von Bildern in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16:
Histologische Merkmale
Gruppe V: MEM/VI,KP
Dargestellt werden die
histologischen Merkmale
der Gruppe V HIV-assozi-
ierter Myositiden mit mil-
der endomysialer Myositis
und vaskularer Inflamma-
tion oder kapillarer Patho-
logie. Es zeigt sich eine
milde Kalibervarianz (A).
CD8*-Lymphozyten sind
vereinzelt endomysial zu
finden (B, schwarze
Pfeile). Mitochondirale
Schadigungen sind bei al-
len Patient*innen dieser
Gruppe nicht nachweisbar
(C, D). Es zeigt sich eine
milde Anfarbung sowohl
von MHC cl.-l als auch
von MHC cl.-ll auf dem
Sarkolemm (E, F,
schwarze Pfeile), wobei
sich die MHC cl.-Il positi-
ven Fasern teilweise peri-
faszikular konzentrieren.
Zusétzlich wird in Abbil-
dung F ein Kapillarverlust
in einem flachigen Areal
dargestellt (schwarze Um-
randung). Ein Patient
zeigt eine ausgepragte
vaskulare  Inflammation
mit Uberwiegend CD8*-
Lymphozyten (G). Bei ei-
nem anderen Patienten ist
eine kapillare Pathologie
in Form von Komplemen-
taktivierung auf den Kapil-
laren zu beobachten (H,

schwarze Pfeile).
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4.2.2 Histomorphologischer Vergleich HIV-IBM und sIBM
Fur den histomorphologischen Vergleich der HIV-IBM-Patient*innen mit denen der
sporadischen Form werden zunéachst alle Merkmale in einer Heatmap in Abbildung
17 im Uberblick dargestellt. Insgesamt zeigte sich ein sehr dhnliches Bild. Der overall

severity score lag in beiden Gruppen im Mittel bei 8 von 10. Die einzelnen Merkmale

werden im Folgenden nun genauer erlautert.

HIV-IBM sIBM
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Abbildung 17: Histomorphologischer Vergleich HIV-IBM & sIBM
Die Heatmap zeigt die Auspragung der histomorphologischen Merkmale der HIV-IBM-Patient*innen (griin)
im Vergleich zu Patient*innen mit sporadischer IBM (blau). Im oberen Teil sind alle Marker anhand eines
semi-quantitativen Scores in Schweregrade (0-3) eingeteilt worden. Mit einem Stern gekennzeichnete
Merkmale wurden in die Kategorien vorhanden (Grad 1) oder nicht vorhanden (Grad 0) eingeordnet. Im
mittleren Teil der Heatmap wird fur ausgewdahlte Oberflachenmarker die durchschnittliche Zellzahl aus 10

HPF gezeigt. Alle Merkmale werden im unteren Teil mit dem overall severity score in einem Wert von 0-10
zusammengefasst.

70



Ergebnisse

In der Ubersichtsaufnahme wiesen alle Patient*innen eine starke Kalibervarianz mit
dem Schweregrad 3 auf. Eine endomysiale Bindegewebsvermehrung mit teils fettiger
Degeneration zeigte sich mit unterschiedlicher Intensitat von Grad 1-3. Mitochondriale
Schadigungen wurden anhand von sog. ,ragged red/blue“-Fasern oder COX/SDH*
Fasern in beiden Gruppen nachgewiesen, wobei diese in der HIV-IBM-Gruppe
schwerer ausfielen. Nekrotische Fasern und Myophagozytosen fanden sich in beiden
Gruppen mit Uberwiegend moderater bis schwerer Auspréagung. Ebenfalls wurden
regenerative Fasern mit Anfarbung von CD56 und MHC neonatal nachgewiesen,
wobei hier die Auspragung bei den sIBM-Patient*innen starker war.

Abbildung 18 zeigt histologische Bilder der degenerativen Veranderungen beider
Gruppen. Es wurden verschiedene Farbungen genutzt, um die typischen
Proteinablagerungen in Form von sog. Einschlusskérperchen darzustellen. In der
GOmori-Trichrom-Farbung sieht man die rotlich angefarbte Randerung der Vakuolen,
welchen bei allen Patient*innen der beiden Gruppen zu finden waren. Pathologische
Amyloidablagerungen wurden mit der Kongorotfarbung als sog. kongophile
Einschlisse bei lediglich jeweils einem*r Vertreter*in beider Gruppen nachgewiesen.
Der LCO pFTAA als Amyloid-Marker zeigte bei 5/7 der HIV-IBM Patient*innen und bei
2/7 der sIBM Patient*innen eine positive Farbereaktion. P62-positive autophagische
Strukturen waren bei allen Patient*innen beider Gruppen Uberwiegend konzentriert

innerhalb der Vakuolen nachweisbar.
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Abbildung 18:
Histologie HIV-IBM
und sIBM:
Degeneration
Gegenubergestellt wer-
den die Kernmerkmale
der IBM in Bezug auf
degenerative Prozesse
fur die typische sog.
sporadische IBM und
die HIV-assoziierte IBM.
In der GEmMOri-Trichrom-
Farbung (A1, A2) sehen
wir in beiden Gruppen
eine stark erhdhte Kali-
bervarianz  (schwarze
Pfeile), geranderte Va-
kuolen (weiBe Pfeile),
sowie endomysiale Bin-
degewebsvermehrung
(schwarzer Stern). Mito-
chondriale Schadigun-
gen werden anhand von
SDH*/COX" Fasern de-
monstriert (B1, B2,
weil3e Pfeile). P62-posi-
tive autophagische
Strukturen zeigen sich
in beiden Gruppen kon-
zentriert innerhalb der
Vakuolen (C1, C2,
schwarze Pfeile). Amy-
loidablagerungen inner-
halb der Fasern werden
mit LCO (pFTAA) (D1,
D2) gezeigt und sind in
beiden Gruppen nach-
weisbar. Eine weitere
Darstellung von Amyloi-
dablagerungen zeigt
sich in Form kongophi-
ler Einschlisse inner-
halb der Vakuolen (E1,
E2, schwarze Pfeile),
welche sich in polari-
siertem Licht doppelbre-
chend apfelgrin dar-
stellen (E1, E2, weile

Pfeile).
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Die inflammatorischen Merkmale werden in Abbildung 19 gezeigt. Eine Farbereaktion
mit MHC cl.-l1 war mit diffuser Verteilung und Uberwiegend starker Intensitat auf dem
Sarkolemm bei allen Patient*innen beider Gruppen nachweisbar. Eine sarkolemmale
Farbereaktion mit MHC cl.-Il zeigte sich mit Ausnahme eines Patienten der HIV-IBM
Gruppe ebenfalls durchgangig mit diffusem Verteilungsmuster.
Komplementaktivierung mit sarkolemmaler Anfarbung von C5b-9 wurde bei circa der
Halfte der Patient*innen beider Gruppen nachgewiesen. Auch kapillare Pathologien in
Form von kapillarer Erweiterung oder Kapillarverlust wurden vereinzelt beobachtet.

Das Ausmald der zellularen Infiltrate wies jeweils eine grof3e Streuung mit 6-117
CDA45*-Zellen pro HPF in der HIV-IBM-Gruppe und 19-86 CD45*-Zellen pro HPF in der
sIBM-Gruppe auf. Bei der weiteren Unterteilung der T-Lymphozyten in CD8*-
zytotoxische T-Zellen und CD4*-T-Helfer-Zellen konnten wir in beiden Gruppen einen
signifikant héheren Anteil an CD8*-Zellen nachweisen (Abbildung 19, D1/D2). In der
HIV-IBM-Gruppe betrug die Anzahl dieser im Median 34 Zellen pro HPF (R=97) und
die Anzahl der CD4*-T-Zellen 12 Zellen pro HPF (R=15). In der sIBM-Gruppe wurden
im Median 43 CD8"-T-Zellen pro HPF (R=65) nachgewiesen und 10 CD4*-T-Zellen
(R=16). Da CD4 ein Marker ist, welcher ebenfalls auf Makrophagen exprimiert wird, ist
an dieser Stelle erganzend zu sagen, dass wir bei der Zahlung der Zellen zuséatzlich
morphologische Kriterien z.B. die ZellkerngroRe im Vergleich zum Zytoplasma
herangezogen haben, um hier nur CD4*-Zellen mit morphologischem
Erscheinungsbild lymphozytarer Zellen zu bericksichtigen (Siehe Abb. 10).
Makrophagen wurden mit CD68 gefarbt und sind in beiden Gruppen mit mittlerer bis

hoher Dichte nachweisbar.
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Abbildung 19: Histologie HIV-IBM und sIBM: Inflammation

Mit immunhistochemischen Farbungen werden inflammatorische Merkmale der IBM gegeniibergestellit.
Wir sehen eine diffus verteilte sarkolemmale Farbereaktion mit MHC cl.-I in der HIV-IBM-Gruppe (A1,
weilRe Pfeile), ebenso wie in der sIBM-Gruppe (A2, schwarze Pfeile). Auch eine verstarkte Farbereak-
tion von MHC cl.-ll mit diffuser Verteilung zeigt sich auf dem Sarkolemm der Fasern in beiden Gruppen
(B1, B2, schwarze Pfeile). Dichte endomysiale Infiltrate sind in beiden Gruppen nachweisbar (C1, C2),
welche von CD8*-Lymphozyten dominiert sind (schwarze Pfeile). Dies wird im unteren Teil anhand
einer quantitativen Auswertung aller in der Muskelbiopsie nachgewiesenen Lymphozyten mit Differen-
zierung in Subpopulationen von CD8*-zytotoxischen T-Zellen und CD4*-T-Helferzellen verdeutlicht.
Dargestellt ist hier die jeweilige durchschnittliche Zellzahl aus 10 HPF in einem Boxplot mit Einzelwert-
darstellung und Whiskern der Lange 1,5xIQR. Fir die statistischen Berechnungen wurde, mittels
scipy.stats in Python 3, der Mann-Whitney Test durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf 0.05
(*), 0.01 (**) festgesetzt.
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4.3 Zytotoxische T-Zellen bei HIV-IBM und sIBM

Der zweite Teil dieser Arbeit stellt nun die weitere Charakterisierung der fiur die IBM
typischen endomysial gelegenen und charakteristischerweise Muskelfaser
umgebenden Infiltrate aus CD8*-T-Zellen dar. Diese erfolgte sowohl auf Proteinebene
anhand von immunhistochemischen Farbungen verschiedener Oberflachenmarker
(funktionelle Analyse der Aktivierungsmarker) als auch auf Genexpressionsebene mit
Hilfe einer quantitativen PCR.

4.3.1 Einteilung in Differenzierungsstadien
4.3.1.1 Proteinebene

Zytotoxische T-Zellen kdnnen in verschiedene Differenzierungsstadien mit jeweils un-
terschiedlichen Eigenschaften eingeteilt werden. Naive bis gering-differenzierte T-Zel-
len sind durch folgendes Expressionsmuster charakterisiert: CD27*/KLRG1/CD57".
Mit weiterer Differenzierung bis in terminale Stadien kommt es dann zum Verlust des
Oberflachenmarkers CD27 und Expression von KLRG1 und CD57 (125).

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen sind mit der Angabe der
durchschnittlichen Zellzahl aus zehn HPF in Abbildung 20 dargestellt. Wir konnten im
Median funf CD27*-Zellen pro HPF (R=28) in der HIV-IBM-Gruppe und acht CD27*-
Zellen pro HPF (R=20) bei den sIBM-Patient*innen detektieren. Bei KLRG1 waren im
Median keine positiven Zellen (R=1) in der HIV-IBM-Gruppe und sechs positive Zellen
pro HPF (R=18) in der sIBM-Gruppe nachweisbar, was im Rangsummenvergleich
einen signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen ergab (p < 0,01). Bei CD57
wurden in der HIV-IBM-Gruppe ebenfalls keine Zellen pro HPF im Median (R=2) und
bei den sIBM-Patient*innen eine Zelle pro HPF (R=19) detektiert. Da es sich hierbei
bei dem Patienten mit 19 Zellen pro HPF um einen Ausrei3er handelt, wird im
Rangsummenvergleich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen erreicht.
Am Beispiel von Pat. 6 der HIV-IBM-Gruppe ist festzustellen, dass auch bei einer
hohen Anzahl an CD8*-Zellen, wenig bis keine KLRG1*- oder CD57*-Zellen
nachgewiesen werden konnten. In der sIBM Gruppe zeigte sich bei Pat. 7 mit einer
ebenfalls hohen Anzahl an CD8*-Zellen zusatzlich jedoch ein hoher Anteil an KLRG1*-
Zellen mit durchschnittlich 19 Zellen pro HPF. Bei dem Ausreil3er mit vielen CD57*-
Zellen handelt es sich jedoch um einen anderen Patienten (sIBM 3) mit durchschnittlich
19 CD57*-Zellen pro HPF.
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Abbildung 20: Differenzierungsmarker

Dargestellt sind Oberflachenmarker, welche mit verschiedenen T-Zell-Differenzierungsstadien assoziiert
sind. Verglichen werden die Marker CD27, KLRG1 und CD57 bei Patient*innen mit HIV-assoziierter IBM
(linke Spalte) und der sporadischen Form (rechte Spalte). Im oberen Teil werden Bilder immunhistochemi-
scher Farbungen von Vertreter*innen der jeweiligen Gruppe (Al1-2, B1-2, C1-2) mit entsprechender Mar-
kierung angeférbter Zellen (schwarze Pfeile) gezeigt. Im unteren Teil wird eine quantitative Auswertung der
angefarbten Zellen (D) veranschaulicht (HIV-IBM: griin; sIBM: blau). Dargestellt ist hier die jeweilige durch-
schnittliche Zellzahl aus zehn HPF in einem Boxplot mit Einzelwertdarstellung und Whiskern der Lange
1,5xIQR. Fir die statistischen Berechnungen wurde, mittels scipy.stats in Python 3, der Mann-Whitney Test
durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde auf 0.01 (**) festgesetzt.
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Fur die genauere Zuordnung der Differenzierungsmarker zu einer Zellpopulation
wurden Doppelimmunfluoreszenzfarbungen angefertigt (Abbildung 21). Dafur wurde
die Farbung von CD8 bzw. CD3 jeweils mit CD27, KLRG1 und CD57 auf einem
Gewebeschnitt kombiniert. Die Bindungen der primaren Antikbrper wurden mit einem
Fluorochrom-gekoppelten sekundaren Antikorper farblich markiert, sodass CD8*- bzw.
CD3*-Zellen in Grin (AF488) erscheinen und CD27*-, KLRG1*- bzw. CD57*-Zellen in
Rot (Cy3). Exprimiert eine Zelle beide Oberflachenmarker erscheint sie in Gelb. Bei
der Doppelfarbung mit CD8 und CD27 sahen wir in beiden Gruppen sowohl
CD8*/CD27* Zellen, als auch Zellen welche nur CD8 oder CD27 exprimierten. Die
Kombination der Marker CD8 und KLRGL1 ergab ein unterschiedliches Bild zwischen
beiden Gruppen. Bei den sIBM-Patient*innen wurden einige CD8*/KLRG1* Zellen
nachgewiesen. In der HIV-IBM-Gruppe konnten jedoch keine doppelt positiven Zellen
detektiert werden. CD3 und CD57 wurden bei den sIBM-Patient*innen vereinzelt
doppelt exprimiert. Bei der HIV-IBM-Gruppe war dies nicht der Fall. Insgesamt wurden
hier die Beobachtungen aus den Einzelfarbungen bekraftigt: Bei den Patient*innen mit
sporadischer IBM exprimierte ein Teil der CD8*-T-Zellen ebenfalls KLRG1 und
vereinzelt auch CD57. Bei der HIV-assoziierten Form konnten diese Zellen nicht

nachgewiesen werden.
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HIV-IBM sIBM

Abbildung 21: Immunfluoreszenzdoppelfarbungen Differenzierungsmarker

Gezeigt werden Bilder von Immunfluoreszenzdoppelfarbungen von T-Lymphozyten (markiert durch die
Oberflachenmarker CD8 bzw. CD3 in Grun) und Oberflachenproteinen, welche mit unterschiedlichen Diffe-
renzierungsstadien assoziiert sind (CD27, KLRG1, CD57 in Rot). Zellkerne sind durch DAPI in Blau darge-
stellt. A1, A2: In beiden Gruppen zeigen sich Zellen mit Koexpression von CD8 und CD27, welche sich Gelb
darstellen (siehe gelbe Pfeile). B1: In der HIV-IBM-Gruppe kénnen keine CD8*-Zellen mit zusatzlicher Ex-
pression von KLRG1 nachgewiesen werden. B2: Unter den sIBM-Patient*innen zeigen sich sowohl CD8*-
und KLRG1*-Zellen, welche die den jeweils anderen Oberflachenmarker nicht exprimieren, als auch reichlich
doppelt positive Zellen (mit gelben Pfeilen markiert). C1: Es kénnen keine CD3*-Zellen mit Koexpression
von CD57 bei Patient*innen mit HIV-assoziierter IBM detektiert werden. C2: In der sIBM-Gruppe gibt es
vereinzelt CD3*/CD57* Zellen (gelb markiert).
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4.3.1.2 Genexpressionsebene

Um die Marker zusatzlich auf Genexpressionsebene einzuordnen, wurde eine
guantitative PCR durchgefihrt. In Abbildung 22 werden die ACt-Werte auf inverser
Achse dargestellt. CD27 zeigte sich mit einem ahnlichen Expressionsniveau in beiden
Gruppen und war gegenuber der NDC-Gruppe signifikant hochreguliert (p < 0,01).
KLRG1 ergab ebenfalls eine Uberexpression in beiden Gruppen gegeniiber den NDC-
Patient*innen (HIV-IBM p < 0,01, sIBM p < 0,05). Zwischen den HIV-IBM-Patient*innen
und den Vertreter*innen der sIBM-Gruppe lie3 sich kein signifikanter Unterschied
feststellen. Auffallig war jedoch eine groRere Streuung der Werte innerhalb der HIV-
IBM-Gruppe mit ACt-Werten von 5,4-10,1. In der sIBM-Gruppe bewegten sich die
Werte in einem Bereich von 7,5-8,5. Da es sich bei CD57 um ein Kohlenhydrat-Epitop
handelt, ist an dieser Stelle zu erganzen, dass bei der gPCR das B3GAT1-Gen
untersucht wurde. B3GAT1 codiert fur das Schlisselenzym Beta-1,3-
Glucuronyltransferase 1 in der Biosynthese von dem CD57-Epitop. Im Folgenden wird
auch auf Genexpressionsebene die Bezeichnung CD57 verwendet, welche als
Synonym fur B3GAT1 haufig verwendet wird. Auch bei CD57 konnte in beiden
Gruppen eine signifikante Hochregulation im Vergleich zu den NDC-Patient*innen
festgestellt werden (jeweils p < 0,05). Bei den HIV-Erkrankten und Patient*innen mit
sporadischer IBM zeigte sich hier ein nahezu identisches Bild. Bei CD57 gab es in der
NDC-Gruppe lediglich drei Vergleichswerte, da die weiteren Messergebnisse unter der

Nachweisgrenze lagen.
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Abbildung 22: ACt Differenzierungsmarker
Die ACt-Werte der quantitativen PCR fur die Marker CD27, KLRG1 und CD57 werden in einem Boxplot mit
Einzelwertdarstellung und Whiskern der Lange 1,5xIQR dargestellt. Farblich unterschieden werden die
HIV-IBM- (grun), sIBM- (blau) und NDC-Gruppe (grau). Fur die Berechnungen wurde, mittels scipy.stats
und scikit_posthocs in Python 3, der Kruskal-Wallis Test mit anschlielendem Dunn-Test und Bonferroni-
Holm-Korrektur durchgefuhrt. Das Signifikanzniveau wurde auf 0.05 (*), 0.01 (**) festgesetzt.
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4.3.2 Immunregulatorische Molekule
4.3.2.1 Proteinebene

Das Phanomen der T-Zell-Erschépfung beschreibt, wie ein Teil der frih-differenzierten
T-Zellen lhre Proliferationsfahigkeit und Effektorfunktion verliert und eine
Hochregulation des immunregulatorischen Checkpoint-Molekuls PD1 zeigt (61).

In Abbildung 23 sind histologische Bilder der immunhistochemischen Farbung mit
PD1 und seinen Liganden PD-L1 und PD-L2 fir exemplarische Vertreter*innen der
HIV-assoziierten IBM und der sporadischen Form dargestellt. Im unteren Teil wird die
Anzahl der PD1-exprimierenden Zellen quantitativ ausgewertet. Die Menge der PD1*-
Zellen war in beiden Gruppen ahnlich mit einem Median von 16 Zellen pro HPF (R=34)
in der HIV-IBM-Gruppe und 21 Zellen pro HPF (R=25) in der sIBM-Gruppe. Bei der
Farbung mit PD-L1 zeigte sich in beiden Gruppen eine schwache bis sehr schwache
zellulare Farbereaktion. PD-L2 farbte sich mit einem unspezifischen Muster, welches
Zellen des endomysialen Bindegewebes und das Sarkolemm der Myozyten betraf.
Dies fand sich bei der HIV-IBM-Gruppe gleichermaRen wie bei den sIBM-

Patient*innen.
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Abbildung 23: Immunregulatorische Molekule

Dargestellt sind immunhistochemische Farbungen von PD1 und seinen Liganden PD-L1 und PD-L2 bei HIV-
assoziierter IBM (linke Spalte) und sog. sporadischer IBM (rechte Spalte). Mit PD1 angefarbte Zellen werden
mit schwarzen Pfeilen markiert und sind in A1 und A2 zahlreich vorhanden. PD-L1 zeigt in beiden Gruppen
eine schwache bis keine Farbereaktion (B1, 2). Die Farbung fiir PD-L2 zeigt ein unspezifisches Muster mit
Markierung von Zellen des endomysialen Bindegewebes und des Sarkolemms der Muskelfasern (C1, 2),
welches sich in beiden Gruppen ein dhnliches Ausmaf} annimmt. Im unteren Teil (D) ist eine quantitative
Auswertung der angefarbten Zellen fir CD8 und PD1 dargestellt (HIV-IBM: griin; sIBM: blau). Gezeigt wird
hier die jeweilige durchschnittliche Zellzahl aus zehn HPF in einem Boxplot mit Einzelwertdarstellung und

Whiskern der Lange 1,5xIQR.
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Fir die Zuordnung des Immuncheckpoint-Molektils PD1 zur T-Zellpopulation, welche
den Oberflachenmarker CD3 exprimiert, wurden Doppelimmunfluoreszenzfarbungen
angefertigt. Dabei wurden CD3*-Zellen in Griin und PD1*-Zellen in Rot gefarbt. Es
waren in beiden Gruppen zahlreiche doppelt-positive Zellen nachweisbar, welche in
Abbildung 24 in Gelb erscheinen.

HIV-IBM

Abbildung 24: Immunfluoreszenzdoppelfarbungen CD3/PD1
Dargestellt sind Immunfluoreszenzdoppelfarbungen mit dem T-Zell-Marker CD3 (griin) und dem Oberfla-
chenmarker PD1 (rot), welcher insbesondere T-Zellaktivitat herunterreguliert. Zellkerne sind mit DAPI in
Blau gefarbt. In beiden Gruppen (A1, A2) zeigen sich zahlreiche CD3*-Zellen mit einer Koexpression von
PD1 (gelb gefarbt und mit Pfeilen markiert).

4.3.2.2 Genexpressionsebene
Mit einer quantitativen PCR erfolgte die Messung der Genexpression
immunregulatorischer Molekiile. Detektiert wurde der mRNA-Nachweis codierend fur
die Membranrezeptoren CD244 und PD1 mit seinen Liganden sowie flir den
Transkriptionsfaktor TBX21. Abbildung 25 zeigt die ACt-Werte im Gruppenvergleich
zwischen Vertreter*sinnen der HIV-IBM-, sIBM- und NDC-Gruppe. CD244 war in beiden
Gruppen (HIV-IBM und sIBM) gegentuber den nicht betroffenen Kontrollen (NDC)
signifikant hochreguliert (jeweils p < 0,05), wobei die Werte innerhalb der HIV-IBM-
Gruppe eine grof3e Streuung mit ACt-Werten von 9-17 aufwiesen. Zwischen den HIV-
IBM- und sIBM-Patient*innen lag jedoch kein signifikanter Unterschied vor. TBX21
hatte sowohl in der HIV-Gruppe (p < 0,01) als auch bei den sIBM-Patient*innen (p <
0,05) ein signifikant hoheres Expressionsniveau im Vergleich zur NDC-Gruppe. Im
Gruppenvergleich innerhalb der IBM-Patient*innen (HIV-IBM und sIBM) wurde das

Signifikanzniveau jedoch nicht unterschritten.
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PD1 lag in der NDC-Gruppe bei vier Teilnehmer*innen unter der Nachweisgrenze,
weswegen hier nur zwei Werte dargestellt sind und kein statistischer Gruppenvergleich
vorgenommen werden konnte. Beim Vergleich des Expressionsniveaus der beiden
IBM-Gruppen (HIV-IBM und sIBM) untereinander konnte kein statistisch signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Bei den Markern PDL1 und PDL2 zeigte sich in
beiden IBM-Gruppen (HIV-IBM und sIBM) ein ahnliches Expressionsniveau mit
einzelnen Ausreil3ern, jedoch ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den HIV-
IBM- und sIBM-Patient*innen. Gegenuber der NDC-Gruppe war das
Expressionsniveau sowohl bei der HIV-IBM-Gruppe (PDL1: p < 0,01, PDL2: p < 0,05)
als auch bei den sIBM-Patient*innen (PDL1: p < 0,05, PDL2: p < 0,01) signifikant

hochreguliert.
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Abbildung 25: ACT Immunregulatorische Molekile
Dargestellt sind die ACt-Werte der quantitativen PCR in einem Boxplot mit Einzelwertdarstellung und Whis-
kern der Lange 1,5xIQR. Gegenubergestellt werden die HIV-IBM- (griin), sIBM- (blau) und NDC-Gruppe
(grau). Fur die Berechnungen wurde, mittels scipy.stats und scikit_posthocs in Python 3, der Kruskal-Wallis
Test mit anschlieBendem Dunn-Test und Bonferroni-Holm-Korrektur durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau
wurde auf 0.05 (*), 0.01 (**) festgesetzt.
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4.4 Einzelauswertungen: HIV-IBM 1

Im Folgenden wird Pat.1 aus der Gruppe der Patient*innen mit HIV-assoziierter
Einschlusskérperchenmyositis dargestellt. Hervorzuheben ist dieser Fall aufgrund des
Vorliegens einer Verlaufsbiopsie 12 Jahre nach der initialen Muskelbiopsie bei
Erstdiagnose, sowie einer langjahrigen Betreuung mit ausfiihrlicher Dokumentation
der klinischen Symptomatik.

4.4.1 Klinik

4.4.1.1 HIV-Vorgeschichte

1984 wurde eine HIV-Infektion diagnostiziert. Der CD4-Nadir lag 2009 bei 34 Zellen/ul
mit einer Viruslast von 89 000 Kopien/ml im Serum und 41 400 Kopien/ml im Liquor.
Im gleichen Jahr wurde ein Non-Hodgkin-Lymphom der rechten Axilla diagnostiziert,
welches kurativ mittels Operation und Chemotherapie (CHOP-Schema) remittiert
werden konnte. Eine antiretrovirale Therapie wurde erstmals 1984 mit Efavirenz
begonnen und durch den Patienten im Jahr 2001 abgebrochen. Nach einer
Therapiepause von acht Jahren wird der Patient seit 2009 suffizient mit kombinierter
antiretroviraler Therapie und einer Viruslast unter der Nachweisgrenze behandelt.

2014 traten erstmals kognitive Defizite in Form einer anterograden Gedéachtnisstérung
mit einem Nachweis von HIV-RNA mit 48 Kopien/ml im Liquor auf. Die Symptomatik
persistierte, ohne progrediente Entwicklung und es zeigte sich eine geringgradige
kortikale Substanzminderung in der Verlaufs-MRT 2018, jedoch kein erneuter
Nachweis von HIV-RNA im Liquor. Neuropsychologische Untersuchungen ergaben ein
leichtes neurokognitives Defizit des nicht-mnestischen Typs. Bei unauffalligen
Neurodegenerationsmarkern und Ausschluss anderer Ursachen wurde dieses als
mildes HIV-assoziiertes neurokognitives Defizit (MNCD) eingeordnet. Als weitere
Komorbiditaten sind ein Zustand nach Hepatitis B, eine Polyneuropathie, sowie seit
2018 ein Diabetes mellitus Typ 2 beschrieben. Zusatzlich leidet der Patient seit Jahren
an einer depressiven Storung. Der Patient ist dem C3 Stadium nach CDC-
Klassifikation zuzuordnen. Aktuell ist der Immunstatus unter antiretroviraler Therapie
(Bictegravir, Tenofovir/Emtricitabin) und einer Viruslast unter der Nachweisgrenze im

Serum und im Liquor stabil.
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4.4.1.2 Muskelbezogene Symptomatik
Die initiale Muskelbiopsie 2006 ist in den Zeitraum ohne antiretrovirale Therapie mit
einer CD4-Zellzahl von 500/ul einzuordnen. Entsprechende Werte zur Viruslast lagen
uns nicht vor. Zum Zeitpunkt der zweiten Biopsie 2018 war eine suffiziente
antiretrovirale Behandlung mit einer CD4-Zellzahl von 440 Zellen/pl und einer Viruslast
unter der Nachweisgrenze gegeben. Zwei Jahre vor der initialen Muskelbiopsie
begann die Symptomatik erstmals in Form von Myalgien. Zusatzlich entwickelten sich
im Verlauf eine linksbetonte Muskelschwache der Handmuskulatur und der proximalen
unteren Extremitat sowie Schluckstérungen. Im Jahr 2006 wurde muskelbioptisch die
Diagnose einer Einschlusskorperchenmyositis gestellt. Die CK war bis 588 U/I erhdht.
Elektromyographisch zeigte sich ein myopathisches Bild mit deutlicher pathologischer
Spontanaktivitéat und myopathieverdachtigen Potentialen. Seit 2009 wurde der Patient
mit Unterbrechung von 14 Monaten mit intravendsen Immunglobulinen (90g i.v. alle 5
Wochen) behandelt. Unter der Therapie wurde eine zeitweise Verbesserung der Kraft
und der Schluckstorungen beschrieben. In Abbildung 26 wird der klinische Verlauf
anhand der Kraftgrade mit Ergdnzung der Serum-CK dargestellt. Wahrend der
Therapiepause war sowohl eine Kraftverschlechterung als auch eine Steigerung der
CK zu beobachten. Nach erneuter Therapieaufnahme mit IVIG konnte die CK im
Verlauf von initial bis 4-facher Erhéhung auf deutlich niedrigeren Werten bis 2-facher
Erhohung gesenkt werden. In der Entwicklung der Muskelschwache zeigte sich ein
variables Bild mit temporéarer Kraftbesserung einzelner Muskelgruppen wie der
Knieextensoren, wahrend bei anderen Muskelgruppen wie den Fingerflexoren eine
progrediente Verschlechterung zu beobachten war. Insgesamt war der
Krankheitsverlauf Uber 10 Jahre trotz Therapie langsam progredient mit initialen
Kraftgraden von 4-5, welche sich im Verlauf auf 2-3 reduzierten. Seit 2013 wurde ein
Rollator und seit 2018 ein Rollstuhl zur Fortbewegung benétigt. Aufgrund der 2018
erneut beobachteten fir die IBM ungewohnlichen elektrophysiologischen Befunde in
Form von pathologischer Spontanaktivitat mit deutlicher Floriditét, erfolgte erneut eine
Muskelbiopsie. Klinische Tests zeigten zu diesem Zeitpunkt eine linksbetonte
Tetraparese, welche an den distalen oberen Extremitaten und den proximalen unteren
Extremitaten dominierte. Die freie Gehstrecke des Patienten betrug wenige Meter und

er war auf einen elektrischen Rollstuhl angewiesen.
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Abbildung 26: HIV-IBM 1: Klinischer Verlauf anhand der Kraftgrade
Dargestellt ist der klinische Verlauf des Patienten 1 aus der HIV-IBM-Gruppe mit Kraftgraden anhand der
MRC-Skala sowie der CK uber einen Zeitraum von 2008 bis 2020. Folgenden Muskelgruppen werden gezeigt:
Schulterabduktion (hellblau), Fingerflexion (dunkelblau), Huftflexion (hellgriin) und Knieextension (dunkel-
grun). Da der Patient eine asymmetrische Schwéche zeigt sind die Werte hier immer der schwécheren Seite
zuzuordnen. Erganzend wird die CK zum Zeitpunkt der jeweiligen klinischen Untersuchung angegeben (rot).
Zusétzlich dargestellt sind die Zeitraume unter IVIG Therapie (graue Linie).

4.4.2 Histomorphologie

Im Folgenden werden nun die histologischen Befunde der Biopsien aus den Jahren
2006 und 2018 gegeniibergestellt. Als Ubersicht sind in Abbildung 27 zuné&chst die
histologischen Merkmale mit jeweiliger Auspragung in Form einer Heatmap dargestellt.
Im oberen Teil erfolgt eine Einteilung in Schweregrade. Auffallig war hier eine deutliche
Zunahme des Binde- und Fettgewebsumbaus von Grad 1 bei der initialen Biopsie zu
Grad 3 in der Folgebiopsie. Mitochondriale Veranderungen in Form von
Akkumulationen und COX/SDH* Fasern zeigten sich weitestgehend unveréndert.
Auch andere degenerative Veranderungen wie die fur die
Einschlusskérperchenmyositis typischen geranderten Vakuolen waren in beiden
Biopsien in &hnlichem Ausmal} zu finden. Ein Rickgang war bei der Auspragung von
Autophagie, Nekrosen und vor allem der inflammatorischen Komponente festzustellen.
Im unteren Teil wird letzteres in Form einer Quantifizierung von eingewanderten
Lymphozyten pro Gesichtsfeld dargestellt. Die CD45*-Lymphozyten haben sich von
durchschnittlich 84 Zellen pro Gesichtsfeld in der Biopsie 2006 auf durchschnittlich drei
Zellen pro Gesichtsfeld 2018 deutlich reduziert.
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Abbildung 27: HIV-IBM 1: Histologischer Vergleich 2006 und 2018
Die Heatmap zeigt die Auspragung der histologischen Merkmale in der Muskelbiopsie von 2006 im Ver-
gleich zu 2018. Im oberen Teil eingeteilt in drei Schweregrade mithilfe eines semiquantitativen Scores. Mit
einem Stern gekennzeichnete Merkmale wurden in die Kategorien vorhanden (Grad 1) oder nicht vorhan-
den (Grad 0) eingeordnet. Der untere Teil zeigt die quantitative Auswertung der Zellzahl anhand der durch-
schnittlichen Anzahl aus 10 HPF.

In den Abbildungen 28 und 29 werden die histologischen Merkmale in Form von
Bildern einzeln gegenibergestellt. In der GOmOri-Trichrom-Farbung zeigte sich in der
zweiten Biopsie eine deutliche endomysiale Bindegewebsvermehrung mit zusatzlicher
fettiger Degeneration. Auf der anderen Seite waren in der initialen Biopsie stark
ausgepragte endomysiale Infiltrate zu finden. Merkmale wie eine gesteigerte
Kalibervarianz und Fasern mit geranderten Vakuolen waren in beiden Biopsien
vorhanden. In der Doppelfarbung mit COX/SDH waren in der Ubersichtsaufnahme zu
beiden Zeitpunkten zahlreiche COX/SDH* Fasern nachweisbar. Mit p62 angefarbte
autophagische Strukturen zeigten sich konzentriert innerhalb der Vakuolen und waren

in der initialen Biopsie in starkerer Auspragung zu finden.
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Abbildung 28: Histologischer Verlaufsvergleich |
Gezeigt werden Bilder von ausgewéhlten Farbungen der Biopsien von HIV-IBM 1 aus 2006 und 2018. In
der Gomdri-Trichrom-Farbung (A1, 2) werden geranderte Vakuolen (weil3er Pfeil), Kalibervarianz (schwar-
zer Pfeil) und endomysiale Bindegewebsvermehrung (schwarzer Stern) markiert. Die COX/SDH Farbung
(B1, 2) zeigt COX/SDH* Fasern, welche sich blau darstellen (weil3e Pfeile). P62-positive autophagische
Strukturen werden in C1 und C2 dargestellt (schwarze Pfeile).
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Die inflammatorischen Merkmale werden in Abbildung 29 dargestellt. Die initiale
Biopsie zeigte ausgepragte clusterformige endomysiale Infiltrate mit CD8*-Zellen,
wahrend in der Verlaufsbiopsie lediglich vereinzelt CD8*-Zellen endomysial
nachweisbar waren. Die Farbereaktion mit MHC cl.-I war mit Grad 3 in der initialen
Biopsie stark ausgepragt. Im Verlauf war diese schwacher und dem Schweregrad 2
zuzuordnen. Die sarkolemmale Anfarbung mit MHC cl.-1l war in der ersten Biopsie
ebenfalls kraftig, wahrend in der Verlaufsbiopsie lediglich bei einzelnen Fasern eine
Farbereaktion auf dem Sarkolemm zu beobachten war. In beiden Biopsien waren

erweiterte Kapillaren zu finden.
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Abbildung 29: Histologischer Verlaufsvergleich I

Die Abbildung zeigt weitere Bilder immunhistochemischer Farbungen der Biopsien aus 2006 und 2018 von
Patient 1 aus der HIV-IBM-Gruppe. CD8*-Zellen werden mit schwarzen Pfeilen markiert und zeigen sich in
der initialen Biopsie als dichte endomysiale Infiltrate (A1). In der Folgebiopsie werden lediglich vereinzelt
CD8*-Zellen nachgewiesen (A2). Die Farbereaktion mit MHC cl.-I zeigt sich diffus auf dem Sarkolemm der
Muskelfasern und ist im linken Bild deutlich starker ausgepréagt, beispielhaft wird jeweils eine angefarbte
Faser markiert (B1: weiBer Pfeil, B2: schwarzer Pfeil). MHC cl.-1l wird in unterschiedlichem Ausmalf (2006
> 2018) ebenfalls auf dem Sarkolemm der Muskelfasern angefarbt (C1, 2: weiRe Pfeile). Zusatzlich fallt in
beiden Biopsien eine Erweiterung der Kapillaren auf (C1, 2: schwarze Pfeile).
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4.4.3 Genexpression
Das Genexpressionsniveau der beiden Biopsien wird anhand der ACt-Werte in
Abbildung 30 dargestellt. In der initialen Biopsie war sowohl eine hohere Expression
von Oberflachenmarkern, welche mit frihen bis mittleren Differenzierungsstadien von
Lymphozyten assoziiert sind (CD27), als auch von solchen die mit spaten bis
enddifferenzierten Zellen assoziiert sind (KLRG1), nachzuweisen. Der Marker CD57,
welcher mit sog. Seneszenz-Stadien assoziiert ist, zeigte sich auf einem &hnlichen
Expressionsniveau in beiden Biopsien. Immunregulatorische Molekile wie der
inhibitorische PD1-Rezeptor und seine Liganden PDL1 und PDL2 sowie CD244 und
TBX21 wurden ebenfalls starker bei der initialen Biopsie im Vergleich zur Folgebiopsie
exprimiert. Das Expressionsniveau aller Marker in der Folgebiopsie tbersteigt jedoch

trotzdem in geringem Ausmalf jenes der nicht betroffenen Kontrollen.
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Abbildung 30: Genexpression HIV-IBM 1: ACt 2006, 2018
Dargestellt wird der ACt-Wert verschiedener Marker zur Beurteilung der Differenzierungsstadien und Im-
munmodulation. Verglichen werden die Werte aus den Biopsien von 2006 (dunkelgriin) und 2018 (hell-
grin), welche zusétzlich ins Verhaltnis zur NDC-Gruppe (grau) gesetzt werden. Dargestellt wird hier der
Mittelwert (graue Linie) und das 95% Konfidenzintervall um den Mittelwert (grauer Bereich).
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5 Diskussion

In den letzten 20 Jahren hat sich die Anzahl der jahrlichen HIV-Neuinfektionen von 3
Millionen auf 1,5 Millionen halbiert (78). Das ,90-90-90“-Ziel der Vereinten Nationen
konnte weltweit bisher nicht erreicht werden. Lediglich 84% aller HIV-Infizierten haben
Kenntnis uUber die Diagnose, 87% davon erhalten ART und wiederum bei 90% der
Therapierten ist die Behandlung erfolgreich mit einer Viruslast <200 Kopien/ml (79).
Deutschland ist dem Ziel mit 88%-96%-96% sehr nahe (81). Gleichwohl stagniert in
Deutschland die Zahl der jahrlichen HIV-Neuinfektionen seit ca. 15 Jahren zwischen
2500 und 3000. Zusatzlich steigt die Anzahl der mit HIV lebenden Menschen
kontinuierlich an. Aufgrund der verminderten Sterblichkeit durch effektive
antiretrovirale Therapie und zusatzlich mehr Neuinfektionen in héheren Altersgruppen
hat sich die HIV-Population tber 40 Jahre seit 1990 verfunffacht (81). Aktuell ist keine
Heilung der HIV-Infektion mdglich und das Virus persistiert im Korper der Infizierten,
weswegen eine lebenslange Therapie notwendig ist. Trotz Kontrolle der Viruslast unter
ART werden bleibende Veranderungen der T-Zell-Homdostase wie ein geringerer
Anteil an naiven CD4- und CDB8-T-Zellen und ein hoherer Anteil an Effektor-
Gedéachtniszellen mit CD57-Expression beobachtet. Zusatzlich fallt bei HIV-Infizierten
eine erhbhte Pravalenz im Vergleich zu seronegativen gleichaltrigen Menschen fur
beispielsweise kardiovaskulare Erkrankungen, Krebserkrankungen und neurologische
Erkrankungen auf (90). Als neurologische Erkrankungen werden unter anderem HIV-
assoziierte  Myositiden beschrieben. Dort fallt beispielsweise bei der
Einschlusskorperchenmyositis im Vergleich zur sporadischen Form vor allem ein
deutlich jungeres Erkrankungsalter bei den HIV-Infizierten auf (106). Bisher gibt es
noch keine effektive Therapie fur die IBM. Da aus diesem Grund die Lebensqualitat
der Betroffenen nach einigen Jahren deutlich eingeschrankt ist und viele lhre
Gehfahigkeit verlieren, ist das Verstandnis der Pathogenese der IBM zur Entwicklung
von Therapiemoglichkeiten insbesondere fur HIV-Patient*innen, welche durch ein
jungeres Erkrankungsalter schon friher betroffen sind, von grof3er Bedeutung. Das
bisherige Verstandnis der Pathogenese der IBM stlitzt sich auf zwei Komponenten:
inflammatorisch und degenerativ. In Bezug auf die inflammatorische Komponente
wurden kurzlich die bei der IBM in den Muskel eingewanderten zytotoxischen T-Zellen

weiter charakterisiert (62).
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Es wurden hochdifferenzierte zytotoxische Effektor-Gedachtniszellen (TEMRA) mit
Expression von KLRG1 und CD57 im Muskel bei Patienttinnen mit sIBM
nachgewiesen, welche sich als spezifische fur die IBM im Vergleich zu anderen
inflammatorischen Myopathien erwiesen. Zusatzlich waren diese Marker auch auf
Genexpressionsebene hochreguliert (62). TEMRA-Zellen sind mit einer verminderten
Proliferationsfahigkeit und einer erhéhten Effektorfunktion assoziiert. Zuséatzlich
wurden sog. erschopfte T-Zellen mit Expression von PD1 in Muskelbiopsien von sIBM-
Patient*innen  detektiert, welche ebenfalls durch einen Verlust der
Proliferationsfahigkeit und zuséatzlich auch der Effektorfunktion charakterisiert sind
(63). Diese Zellen kénnten eine Erklarung fir das fehlende Ansprechen von IBM-
Patient*innen auf Immunsuppressiva sein.

In dieser Arbeit wurden nach unserem Wissen erstmals Patienttinnen mit HIV-
assoziierter Myositis und speziell HIV-IBM auf den Nachweis von TEMRA und PD1-
exprimierenden Zellen im Muskel untersucht. Es wurde ein klinischer, histologischer
und molekulargenetischer Vergleich der HIV-IBM zur sporadischen Form durchgefihrt.
Zuséatzlich wurde in Ergdnzung zu bisherigen Arbeiten das histomorphologische
Spektrum innerhalb der HIV-assoziierten Myositiden inklusive klinischer Merkmale zur

HIV-Geschichte und muskelspezifischen Parametern dargestellt.

5.1 Spektrum HIV-assoziierter Myositiden
Insgesamt zeigte sich ein breites Spektrum HIV-assoziierter Myositiden, welches von
IBM, PM-Mito, IMNM bis zu unspezifischen Veranderungen in Form von milder
endomysialer Myositis mit milder mitochondrialer Pathologie (MEM/MMP) bzw.
vaskularer Inflammation oder kapillarer Pathologie (MEM/VI, KP) reichte. Im Vergleich
zu anderen Arbeiten wie der bisher grof3ten histologischen Klassifikation von Landon-
Cardinal et al. (102) liegt der Fokus dieser Arbeit auf inflammatorischen Myopathien
mit entztindlichen Veranderungen in der Biopsie als Einschlusskriterium. Die Gruppe
um Landon-Cardinal zeigte ein Spektrum innerhalb HIV-assoziierter Myopathien, bei
dem die meisten Félle als Polymyositis (PM), nicht-spezifische Myositis (NSM) oder
isolierte mitochondriale Auffalligkeiten (IMA) klassifiziert wurden. Zuséatzlich gab es
wenige Féalle mit Einschlusskdérperchenmyositis und  Immun-vermittelter
nekrotisierender Myopathie (102). Die Kohorte umfasste 50 HIV-Patient*innen, von
denen 34 entzindliche Veranderungen aufwiesen, wahrend in unserer Studie die
Biopsien von 19 HIV-Patient*innen analysiert wurden.
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Die Patient*innen, welche in unserer Arbeit der MEM/VI,KP-Gruppe zugeordnet
wurden, entsprechen ebenfalls den ENMC-Kriterien der NSM mit perivaskularen,
perimysialen inflammatorischen Infiltraten oder endomysialen CD8*-T-Zellen, welche
nicht eindeutig die Muskelfasern umranden oder in diese eindringen (5). Die
Vertretersinnen der MEM/MMP-Gruppe kdnnen aufgrund der milden mitochondrialen
Pathologie in Form von subsarkolemmalen Akkumulationen als sog. ,Pra-ragged-
blue“-Fasern und einzelnen COX-negativen Fasern nach ENMC-Klassifikation (5)
keiner Gruppe zugeordnet werden, so dass es notwendig wurde, hier eine neue
deskriptive Beschreibung zu etablieren. Kriterien einer PM mit endomysialen
inflammatorischen Infiltraten CD8*-T-Zellen, welche nicht-nekrotische Muskelfasern
umranden und in diese eindringen, ohne andere Merkmale wie mitochondrialer
Schadigung oder Proteinablagerungen trafen in dieser Arbeit bei keinem*r Patient*in
zu, wobei die PM als umschriebene Myositis-Entitat hinterfragt wird (7, 9). Kriterien
einer Dermatomyaositis mit z.B. perifaszikularer Atrophie wurden ebenfalls bei keinem®*r
Patient*in dieser Arbeit nachgewiesen. Ein Patient zeigte eine sarkolemmale MHC cl.-
| und MHC cl.-Il Hochregulation mit perifaszikularer Betonung, Kapillarverlust und
Komplementablagerungen auf den Kapillaren, jedoch war der Patient MxA-negativ,
weswegen er als MEM/KP eingeordnet wurde.

Der Patient mit Klassifizierung als IMNM-like erflillte Uberwiegend die histologischen
ENMC-Kriterien (14) mit nekrotischen Fasern, Myophagozytosen und regenerativen
Fasern in unterschiedlichen Stadien. Ebenfalls lieBen sich endomysiale
Bindegewebsvermehrung, entzindliche Infiltrate mit praddominantem Anteil an
Makrophagen und vereinzelt Lymphozyten, eine milde sarkolemmale MHC cl.-I
Hochregulation, milde sarkolemmale Komplementablagerungen und Kkapillare
Erweiterung nachweisen. Zusatzlich wies der Patient jedoch milde mitochondriale
Veranderungen auf, was von den Kriterien abweicht. Klinisch war eine dauerhaft
normwertige CK ebenfalls ungewdhnlich fur die IMNM, weswegen die Diagnose im
engeren Sinne hier nicht gestellt wurde.

Zwei Patient*innen zeigten sich mit dem Bild einer PM-Mito mit endomysialen
Infiltraten CD8*-T-Zellen, sarkolemmaler MHC cl.-I Farbereaktion, myopathischen
Veranderungen wie Kalibervarianz und teilweise auch endomysialer
Bindegewebsvermehrung sowie mitochondrialer Schadigung in Form von COX-
negativen Fasern. Nicht nachweisbar waren geranderte Vakuolen oder

Proteinablagerungen von Amyloid oder p62 und LC3.
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Fur die PM-Mito gibt es noch keine etablierten diagnostischen Kriterien (17). Sie ist
gekennzeichnet durch endomysiale Inflammation und Invasion nicht-nekrotischer
Fasern mit MHC cl.- Expression durch vorwiegend CD8*-Lymphozyten, eine
mitochondriale Schadigung in Form von COX-negativen Fasern und durch
unspezifische Proteinaggregate sowie eine verstarkte Autophagie mit Markern wie
LC3 oder p62 visualisiert (jedoch nicht in Form von typischen ‘grobscholligen’
Ablagerungen wie bei der IBM). Geranderte Vakuolen oder andere Formen von
Proteinablagerungen wie SMI-31 und TDP-43 finden sich bei der PM-Mito jedoch nicht
(17, 19, 20). Hiniker et al. differenzieren dabei noch weiter in PM-COX und possible
IBM (pIBM) (20). Die PM-COX zeigte dabei im Gegensatz zur pIBM keine oder lediglich
milde Zeichen eines chronisch myopathischen Umbaus wie beispielsweise erhdhte
Kalibervarianz und endomysiale Fibrose. Die pIBM-Gruppe zeigte zuséatzlich einen
hoheren Anteil LC3*-Fasern (20). Dementsprechend wéare Pat. 15 aufgrund fehlender
endomysialer Bindegewebsvermehrung und lediglich mild erhdhter Kalibervarianz
eher als PM-COX einzustufen, wahrend Pat. 16 mit starker ausgepragter
Kalibervarianz und milder endomysialer Bindegewebsvermehrung auch als pIBM
eingestuft werden kdnnte. Nicht nachzuweisen waren bei beiden Patienten jedoch LC3
positive sarkoplasmatische Strukturen. Immunhistochemische Farbungen fir die
Marker SMI-31 und TDP-43 wurden in dieser Arbeit nicht durchgefuhrt. Es gibt
Fallbeschreibungen, bei denen Patient*innen mit dem Bild einer PM oder PM-Mito
nach mehreren Jahren eine IBM entwickelten und in der Verlaufsbiopsie gerdnderte
Vakuolen zeigten (19). Bei Pat. 16 gab es zwei vorherige Biopsien sieben und funf
Jahre zuvor mit der Beschreibung einer Polymyositis, welche uns jedoch nicht
vorlagen. Zusatzlich sprach dieser Patient weder auf Prednison noch auf IVIG-
Therapie an, zeigte eine erhohte CK mit 728 U/l und ist Anti-cN1A-positiv. Die
Therapierefraktaritdt und der Antikorperstatus wirden flir eine mdgliche
Ubergangsform von einer initialen PM zur PM-Mito bzw. pIBM sprechen.
Ungewohnlich ist jedoch das klinische Bild mit Myalgien im Vordergrund ohne
Nachweis von Paresen.

Bezuglich der HIV-Vorgeschichte war in der Ubersichtsarbeit von Landon-Cardinal et
al. die Viruslast bei der PM mit einem Median von 601 Kopien/ml signifikant héher als
in den anderen Subgruppen (102). In unserer Arbeit gab es einen Patienten aus der
Gruppe der MEM/VI,KP mit einer Viruslast von 95 000 Kopien/ml zum Zeitpunkt der

Muskelbiopsie, welcher zu diesem Zeitpunkt auch keine ART erhielt.
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Zusétzlich befanden sich zwei weitere Patienten bei der Muskelbiopsie nicht unter
antiretroviraler Therapie, wobei einer eine CD4-Zellzahl von 500/ul aufwies und uns
von dem anderen keine Daten zum Immunstatus zum Zeitpunkt der Biopsie vorlagen.
Die Subgruppe der IMA wird in der Arbeit von Landon-Cardinal et al. definiert mit dem
Nachweis von COX-negativen Fasern und/oder mitochondrialen Akkumulationen in
der SDH-Farbung, jedoch ohne inflammatorische Infiltrate oder geranderte Vakuolen
(102). Alle Patient*innen, welche der IMA zugeordnet wurden, waren zuvor und/oder
aktuell unter ART. Es wird jedoch nicht aufgeschlisselt, welche Medikamente
verabreicht wurden. Bisher wurde eine antiretroviral-toxische Myopathie mit
mitochondrialer Schadigung vor allem im Zusammenhang mit Zidovudin beobachtet
(101). In unserer Arbeit war uns bei keinem*r Patient*in eine Einnahme von Zidovudin
in der Vorgeschichte bekannt. Bei einem Patienten war eine Einnahme von Stavudin
in der Vorgeschichte dokumentiert, was eine toxische Neuropathie hervorrufen kann
(92). Eine PNP ist bei diesem Patienten auch beschrieben, diese kann jedoch auch
als Konsequenz des HI-Virus selbst auftreten. Insgesamt hatten 37% der HIV-
Patient*innen eine periphere Neuropathie. Andere HIV-assoziierte neurologische
Erkrankungen waren ein mildes neurokognitives Defizit bei einem Patienten.

Es wurden HIV-Patient*innen mit unterschiedlichen CDC-Stadien eingeschlossen.
Zweiunddreil3ig Prozent wurden dem Stadium C zugeordnet, 5% dem Stadium B und
11% dem Stadium A, wobei die restlichen 52% aufgrund fehlender Daten nicht
zugeordnet werden konnten. Dabei zeigte sich in der HIV-IBM- und HIV-non-IBM-
Gruppe eine ahnliche Verteilung der Stadien.

Fur den klinischen Vergleich wurden die HIV-Patient*innen in zwei Gruppen eingeteilt:
HIV-IBM und HIV-non-IBM, welche die anderen Myositis-Formen und unspezifischen
Veranderungen in der Biopsie zusammenfasst. Die Gruppen unterschieden sich
sowohl klinisch als auch histomorphologisch. Klinische Unterschiede waren ein
jungeres Erkrankungsalter in der HIV-non-IBM-Gruppe, welche im Vergleich zu den
HIV-IBM-Patient*innen zum Zeitpunkt der Muskelbiopsie durchschnittlich 10 Jahre
junger waren. Dabei betrug der durchschnittliche Zeitraum zwischen HIV-ED und
Muskelbiopsie in der HIV-IBM-Gruppe 13 Jahre und 7 Jahre bei den HIV-non-IBM-
Patient*innen. Zusatzlich waren die non-IBM-Patient*innen klinisch und histologisch
milder betroffen mit Myalgien als Hauptsymptom, milden Paresen und einer
durchschnittlich 3-fach erhéhten CK sowie histologisch einem mittleren overall severity

score von 3.
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In der HIV-IBM-Gruppe war die Muskelschwéche das vordergrindige Symptom mit
moderaten bis schweren Paresen, einer durchschnittlichen starkeren CK-Erhdéhung
um den Faktor 5 und histomorphologisch schwerer Muskelschadigung mit einem
durchschnittichen OSS von 8. Eine dermatologische, kardiale oder pulmonale
Organbeteiligung wurde bei keinem*r Patient*in festgestellt.

5.2 Klinischer und histomorphologischer Vergleich HIV-IBM
und sIBM

Klinisch und histomorphologisch zeigte sich insgesamt ein sehr ahnliches Bild
zwischen der HIV-assoziierten IBM und der sporadischen Form. Klinische
Unterschiede sind das Erkrankungsalter mit einem signifikant jingeren Alter zum
Zeitpunkt der Biopsie in der HIV-IBM-Gruppe (53 vs. 70 Jahre, p < 0,01). Die
Ergebnisse decken sich mit anderen Arbeiten wie von Hiniker et al., bei denen das
Erkrankungsalter bei den HIV-Patient*innen mit dem histologischen Bild einer IBM
ebenfalls signifikant geringer war als bei der sporadischen Form (106). Diese
Beobachtung konnte auch bei anderen Krankheiten wie kardiovaskuléaren
Erkrankungen, Krebserkrankungen (nicht-HIV assoziiert) und anderen neurologischen
Erkrankungen bei HIV-Patient*innen gemacht werden, bei denen eine erhdhte
Pravalenz im Vergleich zu seronegativen gleichaltrigen Menschen auffiel (90). Es
wurde festgestellt, dass trotz Kontrolle der Viruslast durch effektive ART bleibende
Veranderungen in der T-Zell-Homoostase bei HIV-Infizierten auftreten. Dies zeigte
sich mit einem geringeren Anteil an naiven CD4- und CD8-T-Zellen, wahrend der Anteil
an Effektor-Gedachtniszellen mit CD57-Expression héher war. Zusatzlich wurde bei
HIV-Infizierten eine erhdhte Produktion von inflammatorischen Zytokinen beobachtet
(90). Da diese Merkmale wie immunseneszente Zellen mit CD57-Expression und ein
erhdhter Nachweis von proinflammatorischen Zytokinen auch bei alteren Menschen
beobachtet wurden, kdnnte dies als verfriihte Alterung des Immunsystems von HIV-
Infizierten gedeutet werden (90). Hiniker et al. bringen dabei auch die Rolle der
regulatorischen T-Zellen mit ein, welche ebenfalls bei HIV-Infizierten dysreguliert sind.
Diese spielen eine wichtige Rolle bei der Unterdriickung von Inflammation und
Reparaturprozessen im Muskel (106, 126-128). Daraus wurde die Hypothese
abgeleitet, dass eine Dysregulation von regulatorischen T-Zellen
Muskelreparaturprozesse bei HIV negativ beeinflusst und einen friiheren Beginn der
Myositis bei HIV-Patient*innen begtinstigt (106).
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Zusétzlich wurden die HIV-IBM-Patient*innen in unserer Arbeit durchschnittlich friiher
bioptiert mit einem Zeitraum von Symptombeginn bis zur Muskelbiopsie von 1,8
Jahren, wahrend dieser in der sIBM-Gruppe mit durchschnittlich 6,2 Jahren deutlich
langer war. Dieser Unterschied konnte auf eine engmaschigere Kontrolle und
Uberwachung von HIV-Patient*innen durch regelmafigen arztlichen Kontakt aufgrund
der Grunderkrankung zurickzufiihren sein. Eine weitere mdgliche Erklarung ist ein
schnellerer Krankheitsprogress bei HIV-Infizierten, da diese in kirzerer Zeit klinisch
und histologisch @hnlich schwer betroffen sind wie Patient*innen mit sporadischer IBM.
Als Erstsymptom zeigte sich in beiden Gruppen uberwiegend eine Schwéache der
Oberschenkelmuskulatur. Bei einem Patienten mit sporadischer IBM war eine
Dysphagie das initiale Symptom. Insgesamt waren bei den sIBM-Patient*innen zwei
von einer Dysphagie betroffen und ein Patientin der HIV-IBM-Gruppe. Die Auspragung
der Muskelschwéache war zum Zeitpunkt der Biopsie in beiden Gruppen gemischt. In
der HIV-IBM-Gruppe zeigten sich ausschlie3lich milde (MRC-KG 4+) und moderate
Paresen (MRC-KG 4- bis 4), wahrend in der sIBM-Gruppe bei zwei Patient*innen auch
hohergradige Paresen mit Kraftgraden von 2 und 3 bereits zum Zeitpunkt der Biopsie
auftraten. Hierzu ist zu erganzen, dass bei Pat. 2 der sIBM-Gruppe schon ein langerer
Krankheitsverlauf bestand und es sich bei der in dieser Arbeit untersuchten Biopsie
aus dem Jahr 2016 nicht um die Erstbiopsie handelte. Sieben Jahre zuvor wurde die
Patientin zum ersten Mal bioptiert mit dem Bild einer sIBM mit entziindlichen Infiltraten
und vereinzelten geréanderten Vakuolen. Mit dieser Anpassung wuirde der
durchschnittliche Zeitraum von Symptombeginn bis zur initialen Muskelbiopsie funf
Jahre in der sIBM-Gruppe umfassen. Da uns jedoch die initiale Biopsie dieser Patientin
nicht vorlag und wir die zweite Biopsie fur die histomorphologischen Analyse
verwendet haben, belie3en wir es fur die Auswertung bei dem Zeitraum zwischen
Symptombeginn bis zur ausgewerteten Muskelbiopsie. Die erneute Biopsie erfolgte
aufgrund des atypischen Verteilungsmusters der Paresen mit deutlicher Beteiligung
des Schulter-Nackenbereichs. Zusatzlich ist einschrankend zu sagen, dass die
Patientin zwischen der Erst- und Zweitbiopsie bereits im Jahr 2009 fur sechs Monate
IVIG und anschlieRend fur zwei Jahre Cortison und AZT erhalten hatte. Dabei trat eine
kurzzeitige Besserung der Paresen nach der IVIG-Therapie auf, die Therapie mit
Cortison/AZT zeigte jedoch keinen Effekt. Alle anderen Patient*innen hatten vor der

Biopsie keine medikamentdse Therapie erhalten.
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Bei genauerer Analyse des Paresen-Musters zeigte sich ein gemischtes Bild in beiden
Gruppen mit sowohl symmetrischer als auch asymmetrischer Verteilung. Dabei waren
die Paresen an den unteren Extremitaten Uberwiegend proximal betont, wahrend an
den oberen Extremitaten das klassische Muster der IBM mit distaler Betonung nur bei
einem (HIV-IBM) bzw. zwei (sIBM) Patient*innen vorhanden war. In der HIV-IBM-
Gruppe war die Muskelschwache der oberen Extremitat bei zwei Patienten eher
proximal betont. Bei den sIBM-Patient*innen war eine proximale Betonung nicht zu
beobachten, wobei drei Patient*innen sowohl proximale als auch distale Paresen in
gleicher Auspragung aufwiesen. Bei Betrachtung des Schweregrads der Paresen
zeigen sich im Verlauf auch bei den HIV-Patient*innen héhergradige Paresen mit
Kraftgraden von 2 und 3.

In der Studie von Lloyd et al. (107) wurde bei 11 HIV-Patient*innen mit Myositis ein
Ubergang zwischen PM und IBM beobachtet. Auffallig war im Vergleich zur sIBM eine
haufige proximale Muskelschwéache mit teilweiser Verbesserung der Armabduktion bei
manchen Betroffenen durch immunsuppressive Therapie und eine durchschnittliche
CK von 2 796 U/l (16-fach erhdht). In unserer Studie war die CK in beiden Gruppen
ahnlich und ca. 5-fach erhoht. Jedoch hatten bei der Arbeit von Lloyd et al. nicht alle
Patient*innen eine histologisch gesicherte IBM. In der Muskelbiopsie zeigten 90%
endomysiale Inflammation und lediglich 60% geranderte Vakuolen sowie 50% viele
COX-negative Fasern (107). Einen positiven Antikorperstatus fir Anti-cN1A konnten
wir lediglich bei zwei sIBM-Patient*innen nachweisen, wobei diese sich anhand ihres
Phanotyps nicht von den Seronegativen unterschieden. In der HIV-IBM-Gruppe war
Anti-cN1A nicht nachweisbar. Bei drei Patient*innen der HIV-IBM-Gruppe und zwei mit
sporadischer IBM fehlten uns jedoch die Angaben zum Antikorperstatus. Die
Haufigkeit von Anti-cN1A bei der IBM variiert und wird in bisherigen Studien mit 33-
76% angegeben (7, 25, 26). In der oben genannten Studien Uber HIV-Myositis
Patient*innen mit Merkmalen von PM und IBM wurde Anti-cN1A bei 64%
nachgewiesen (107).

Als medikamentdse Therapie konnte mit intravendsen Immunglobulinen bei vielen
Patient*innen eine zeitweise Besserung beobachtet werden. Dies betraf 2 von 3 HIV-
IBM-Patient*innen und alle sechs sIBM-Patient*innen mit medikamentdser Therapie.
In allen Fallen war dieser Effekt jedoch temporar, was sich mit der bisherigen
Studienlage deckt (33, 35). Die restlichen Patient*innen erhielten entweder keine

medikamentdse Therapie oder es wurden keine Angaben dazu gemacht.
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Histopathologisch zeigte sich insgesamt ein ahnliches Bild in der HIV-IBM- und sIBM-
Gruppe. Alle Patient*innen entsprachen der histologischen Definition einer IBM nach
ENMC-Kriterien (24) mit endomysialen inflammatorischen Infiltraten, geranderten
Vakuolen und Proteinakkumulationen mit Nachweis von p62. Ein Nachweis von
Amyloid im Muskel war bei 71% der HIV-IBM-Patient*innen und bei 43% der sIBM-
Patient*innen vorhanden. Die Farbungen erfolgten mit LCOs und Kongorot, wobei sich
die LCOs als sensitiver erwiesen mit einer Farbereaktion bei 5 von 7 Vertreter*innen
der HIV-IBM-Gruppe und 2 von 7 bei den sIBM-Patient*innen. Kongophile Einschliisse
konnten wir lediglich bei jeweils einem*r Patient*in jeder Gruppe nachweisen. LCOs
kénnen sich der molekularen Struktur der abgelagerten Proteine anpassen und
dadurch ein breiteres Spektrum von immun-positiven Proteineinschliissen nachweisen
(57). Weiterhin zeigten alle Patient*innen eine mitochondriale Schadigung, welche
etwas starker in der HIV-IBM-Gruppe ausgepragt war. Dort zeigten die meisten
Patient*innen zahlreiche COX-negative Fasern, wéahrend diese bei den sIBM-
Patient*innen insgesamt in geringerem Ausmald nachweisbar waren. Chronisch
myopathische Merkmale wie eine erhthte Kalibervarianz, Muskelatrophie oder Binde-
/Fettgewebsumbau waren in beiden Gruppen &hnlich ausgepragt. Ebenso wie
inflammatorische Infiltrate und sarkolemmale MHC cl.-I und cl.-Il Hochregulation.
Insgesamt ergab die Zusammenfassung aller Merkmale im overall severity score in

beiden Gruppen einen mittleren Wert von 8/10.

5.3 Hochdifferenzierte zytotoxische T-Zellen bei HIV-

assoziierter Myositis

Hochdifferenzierte zytotoxische Effektor-Gedachtnis-T-Zellen (TEMRA), welche
KLRG1 und CD57 exprimieren, wurden kurzlich als spezifische Zellpopulation im
Muskel bei Patient*innen mit sIBM nachgewiesen (62). Diese Zellen sind mit einer
erhohten Zytotoxizitdt sowie einer verringerten Proliferationsfahigkeit assoziiert,
weswegen sie eine mogliche Erklarung fur das fehlende Ansprechen auf
Immunsuppressiva bei der IBM sein konnten (58, 62). TEMRA-Zellen konnten wir in
dieser Arbeit immunhistochemisch nur vereinzelt im Muskel bei der HIV-assoziierten
Form der IBM detektieren, wahrend im Vergleich bei der sIBM signifikant mehr
TEMRA-Zellen vorhanden waren (p < 0,01).
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Trotzdem war der Anteil der KLRG1*-Zellen auch in der sIBM-Gruppe mit sechs
Zellen/HPF im Median bei 43 CD8*-Zellen/HPF gering, wobei die CD8*-T-Zellen bei
der HIV-IBM-Gruppe mit 34 Zellen/HPF im Median auf einem &hnlichen Niveau lagen.
CD57*-Zellen konnten in der sIBM-Gruppe lediglich bei einem Patienten zahlreich mit
durchschnittlich 19 Zellen/HPF und bei den anderen ebenfalls vereinzelt, bis wenig
nachgewiesen werden. Eine statistische Signifikanz konnte im Vergleich zur HIV-IBM-
Gruppe bei diesem Marker nicht erreicht werden. Bei der Arbeit von Greenberg et al.
wurden keine Angaben zur Quantifizierung der KLRG1*- und CD57*-Zellen auf
Proteinebene bei sIBM-Patient*innen gemacht, weswegen hier kein Vergleich
gezogen werden kann (62). Unsere Ergebnisse suggerieren, dass sich die in den
Muskel eingewanderten zytotoxischen T-Zellen bei der HIV-IBM madglicherweise in
weniger fortgeschrittenen Differenzierungsstadien befinden ohne Expression von
KLRGL1 oder CD57. Da diese Marker mit Imnmunseneszenz assoziiert sind, kdnnte eine
langere Krankheitsdauer in der sIBM-Gruppe eine probate Erklarung fir diesen
Unterschied sein. Aktuelle Studien konnten bei sIBM-Patient*innen ebenfalls eine
Korrelation der Krankheitsdauer mit einer erhéhten Differenzierung CD8*-T-Zellen im
Blut nachweisen (64). Auf Genexpressionsebene zeigte sich jedoch ein &hnliches
Expressionsniveau von KLRG1 und CD57 bei der HIV-assoziierten und der
sporadischen Form, welches in beiden Gruppen signifikant gegentber der NDC-
Gruppe erhoht war. Der auf Proteinebene beobachtete signifikante Unterschied der
beiden Gruppen bei dem Marker KLRG1 konnte hier also nicht bestatigt werden.
Weitere Studien mit groReren Fallzahlen sind nétig, um den Unterschied in den
Differenzierungsstadien der zytotoxischen T-Zellen zwischen der HIV-IBM und der
sIBM zu bekraftigen.

Zusatzlich zu zytotoxischen T-Zellen in fortgeschrittenen Differenzierungsstadien
wurden ebenfalls immunmodulatorische Marker wie PD1 und die entsprechenden
Liganden untersucht. Bisherige Studien konnten sowohl PD1*-Zellen im Muskel bei
sIBM-Patient*innen nachweisen als auch eine Farbereaktion bei PD-L2 auf dem
Sarkolemm der Fasern (63). In dieser Arbeit konnten wir zahlreiche PD1*-Zellen im
Muskel sowohl bei der HIV-IBM-Gruppe als auch bei den sIBM-Patient*innen
nachweisen. Die Farbungen mit den Liganden zeigte in beiden Gruppen ein ahnliches
Bild ohne Féarbereaktion bei PD-L1 und einer Anfarbung auf dem Sarkolemm der

Muskelfasern und zusatzlich auch Bindegewebszellen bei PD-L2.
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Bei der Messung der Genexpression immunregulatorischer Molekile wurden
zusatzlich zum PD1-Signalweg der Membranrezeptor CD244 und der
Transkriptionsfaktor TBX21 untersucht. Auch hier zeigte sich ein &hnliches
Expressionsniveau bei den HIV-IBM- und sIBM-Patient*innen, welches signifikant im
Vergleich zu den nicht betroffenen Kontrollen hochreguliert war.

Insgesamt konnten wir bei Patient*innen mit HIV-IBM im Muskel nur vereinzelt bis
keine TEMRA-Zellen nachweisen, wahrend diese in der sIBM-Gruppe signifikant
haufiger waren. KLRG1 und CD57 lagen in der gPCR auf einem ahnlichen
Expressionsniveau wie in der sIBM-Gruppe und waren signifikant gegentber der NDC-
Gruppe hochreguliert. T-Zellen in Erschopfungsstadien mit PD1-Expression waren bei
der HIV-assoziierten und sporadischen IBM in gleichem Ausmal} nachweisbar und
machen insgesamt den grof3ten Anteil der zytotoxischen T-Zellen (bezogen auf die
gemessenen Marker) aus, was wir mithilfe der Doppelimmunfluoreszenzfarbungen

zeigen konnten.

54 Fallbeschreibung: HIV-IBM im Verlauf

Die Therapie der Einschlusskdrperchenmyositis hat im Verlauf meist keinen Effekt auf
die Schwere und das Fortschreiten der Muskelschwéache mit der Konsequenz, dass
die meisten Patient*innen nach 5-10 Jahren auf Gehhilfen und nach 10-15 Jahren auf
einen Rollstuhl angewiesen sind (22, 26). Eine &hnliche Entwicklung konnten wir auch
bei einem IBM-Patienten aus unserer HIV-Kohorte beobachten, von welchem uns eine
klinische Verlaufsbeurteilung und eine zweite Muskelbiopsie 12 Jahre nach der
initialen Biopsie vorlag. Die HIV-Diagnose wurde 22 Jahre vor der Erstbiopsie gestellt
und der Patient ist dem C3 Stadium nach CDC-Klassifikation zuzuordnen. Klinisch
zeigte sich eine asymmetrische Muskelschwache mit Betonung der distalen oberen
Extremitat und der proximalen unteren Extremitat mit zusatzlicher Dysphagie. Sieben
Jahre nach der Erstbiopsie benétigte der Patient einen Rollator und nach 12 Jahren
war er auf einen Rollstuhl angewiesen. In 9 von 12 Jahren zwischen den Biopsien
wurde der Patient mit intravendésen Immunglobulinen therapiert. Es gibt einzelne
Berichte, bei denen IVIG zeitweise zu einer leichten Besserung der Kraft und
Dysphagie gefuhrt hat, wobei diese Effekte nicht Uber langere Zeit anhielten (33, 35).
Dies bestatigte sich auch bei diesem Patienten mit einem positiven Effekt auf die

Schluckstérungen und temporar auf die Muskelkraft sowie einer Absenkung der CK.
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Deutlich wurde die Wirkung zusatzlich durch eine klinische Verschlechterung wahrend
einer ca. einjahrigen Therapiepause. Insgesamt zeigte sich klinisch jedoch eine
deutliche Progredienz der Muskelschwéache mit initialen Kraftgraden von 4-5 und im
Verlauf nach 12 Jahren Kraftgrade von 2-3 nach MRC-Skala.

Histopathologisch zeigte sich im Vergleich beider Biopsien ein deutlicher Ruckgang
der inflammatorischen Merkmale wie lymphozytare Infiltrate und sarkolemmale
Farbereaktion mit MHC cl.-1 und MHC cl.-1l sowie der Komplementaktivierung auf den
Fasern. Gleichzeitig zeigten sich bei den degenerativen Merkmalen eine deutliche
Zunahme des endomysialen Binde- und Fettgewebes und keine Veranderungen bei
der mitochondrialen Schadigung oder der Anzahl der gednderten Vakuolen, wahrend
bei der Farbereaktion mit dem Autophagiemarker p62 ein leichter Rickgang zu
beobachten war. Die Besserung der inflammatorischen Veréanderungen kdnnte auf die
IVIG-Therapie zurickzufihren sein. In bisherigen Studien konnte bei sIBM-
Patient*innen nach 3-monatiger IVIG-Therapie eine Reduktion von endomysialen T-
Zellen in der Muskelhistologie festgestellt werden, wobei andere Merkmale
unverandert blieben (54, 55). Bei Patient*innen mit DM konnte im Gegensatz zur sIBM
eine signifikante Besserung der Kraft und der CK-Spiegel mit ebenfalls signifikanter
Verbesserung der Muskelzellarchitektur, Reduktion der Inflammation und
Verschwinden von Komplementablagerungen als histologisches Korrelat durch IVIG
gezeigt werden (50-52). Es scheint Uberschneidungen zwischen den histologischen
Effekten nach IVIG-Therapie bei der DM und IBM wie eine Reduktion der Inflammation
und der Komplementablagerungen zu geben, welche wir auch bei diesem Patienten
beobachten konnten. Jedoch bleibt der klinische Effekt bei der IBM sehr begrenzt und
zeigt sich bei einzelnen Patient*innen lediglich in einer temporaren Besserung bzw.
Stabilisierung der Symptomatik. Die bisherigen Beobachtungsstudien fir den Effekt
von IVIG mit Verlaufsbiopsien beurteilen einen sehr kurzen Zeitraum von wenigen
Monaten (55). Mit dieser Fallbeschreibung konnten wir einen Vergleich zu einer
zweiten Biopsie nach einem deutlich l&angeren Krankheitsverlauf von 12 Jahren
darstellen. Klinisch zeigten sich bei diesem Patienten lediglich eine temporare
Besserung der Kraft und der Dysphagie. Trotzdem fiel bei einer Therapiepause von 14
Monaten eine deutliche Verschlechterung der Kraft auf, was darauf hindeutet, dass
IVIG bei manchen IBM-Patient*innen eine zumindest voribergehende stabilisierende
Wirkung hat, wobei der Krankheitsverlauf auch bei diesem Patienten trotz jahrelanger

IVIG-Therapie progredient war.
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Es ist zu erganzen, dass die Therapie erst drei Jahre nach Diagnosestellung und flnf
Jahre nach Symptombeginn begonnen wurde. Mdglicherweise hat der Zeitpunkt des
Therapiebeginns ebenfalls einen Einfluss auf den Verlauf und ein frihzeitiger

Therapiebeginn kénnte sich glnstig auf die weitere Krankheitsprogredienz auswirken.

Auf Genexpressionsebene zeigte sich in der initialen Biopsie (mit Ausnahme von
CD57) eine starkere Hochregulation bei Markern mit Assoziation zu T-Zellseneszenz
und -erschopfung im Vergleich zur Verlaufsbiopsie. Unter IVIG-Therapie scheint sich
die Genexpression sowohl von Molekilen, die mit hochdifferenzierten zytotoxischen
T-Zellen assoziiert sind wie KLRG1, als auch von immunmodulatorischen Molekilen
wie dem PD1-Signalweg zu reduzieren. Dies passt zu dem histologischen Befund von
deutlich weniger zytotoxischer T-Zellen in der Verlaufsbiopsie. Inwiefern dies auf die
Therapie zurtckzufihren ist, oder dem natirlichen Krankheitsverlauf geschuldet ist,

bleibt jedoch unklar.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sich die HIV-IBM bei diesem Patienten unter
IVIG-Therapie chronisch progredient entwickelte, wobei sich morphologisch eine
deutliche Verbesserung inflammatorischer Merkmale und eine Stagnation bzw.
Verschlechterung degenerativer Merkmale feststellen lie3. Da es seit einigen Jahren
auch Therapieansatze flr degenerative Signalwege gibt, koénnte eine
Kombinationstherapie beider Therapieanséatze hilfreich sein. Eine Studie mit
Kombination von Follistatin-Gentherapie, Prednison und Krafttraining zeigte eine
Besserung im klinischen Outcome in Form einer Steigerung der Gehstrecke im 6
Minuten Gehtest nach einem Jahr und zusétzlich eine Verringerung der Inflammation,
eine Normalisierung der FasergrofRe und -verteilung sowie eine Reduktion von
endomysialem Bindegewebe (47). Jedoch bleiben auch in dieser Studien Ergebnisse

zum Langzeitverlauf offen.
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5.5 Fazit und Ausblick

In unserer Studie wurden HIV-Infizierte mit Myositis anhand von
Skelettmuskelbiopsien mit konventionell histologischen und immunhistochemischen
Farbungen charakterisiert sowie mithilfe retrospektiver Daten klinisch beschrieben.
Erganzend zu bisherigen Arbeiten konnte hier ein breites histologisches Spektrum
HIV-assoziierter Myositiden gezeigt werden mit Nachweis von IBM, PM-Mito, IMNM
sowie unspezifischen Myositis-Formen inklusive Patient*innen mit Kombination einer
milden endomysialen Myositis und milder mitochondrialer Pathologie, welche in
bisherige Myositis-Klassifikationen wie den ENMC-Kriterien (5) nicht eingeordnet
werden konnen. Starken dieser Studie sind dabei die Kombination zahlreicher
klinischer Merkmale sowohl zur HIV-Geschichte als auch zu muskelspezifischen
Merkmalen mit einer umfangreichen histomorphologischen und immunologischen
Charakterisierung. Einschrankend ist jedoch zu sagen, dass aufgrund der
retrospektiven Erhebung der klinischen Daten nicht alle Informationen vollstandig
waren. Es wurde eine ausfuhrliche histologische Auswertung mit Giber 20 Parametern
durchgefuhrt. Zusatzlich wurde mit Methoden wie LCOs zum Nachweis von Amyloid
Ablagerungen gearbeitet, welche in ahnlichen Studien bisher wenig verwendet
wurden. Diese erwiesen sich bei der IBM als sensitiver im Vergleich zu konventionellen

Amyloid-Liganden wie Kongorot.

In einem zweiten Teil wurden die HIV-assoziierte und die sporadische Form der IBM
klinisch, histologisch und molekulargenetisch verglichen. Bei der HIV-assoziierten IBM
zeigte sich ein signifikant jingeres Erkrankungsalter, was Ergebnisse vorheriger
Studien bestatigt. Zusatzlich konnten wir einen kirzeren Zeitraum zwischen
Symptombeginn und Biopsie bei den HIV-Patient*innen feststellen. Da sich
histopathologisch insgesamt die Schwere der Muskelschadigung in beiden Gruppen
als ahnlich erwies, kénnte dies ein Hinweis auf eine schnellere Krankheitsprogression
bei HIV-Infizierten sein. Mittels immunhistochemischer Farbungen und quantitativer
PCR wurden Differenzierungsstadien und immunmodulatorische Molekile bei
zytotoxischen T-Zellen untersucht. Hochdifferenzierte zytotoxische T-Zellen mit
Expression von KLRG1 und CD57 konnten wir in der Skelettmuskulatur bei
Patient*innen mit HIV-IBM jedoch nur vereinzelt bzw. gar nicht nachweisen, wahrend

KLRG1*-Zellen signifikant haufiger bei siIBM-Patient*innen detektiert werden konnten.
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Maoglicherweise besteht hier ein Zusammenhang zwischen dem langeren
Krankheitsverlauf und dem gréReren Anteil an TEMRA-Zellen bei Patient*innen mit
sIBM, da der Anteil an hochdifferenzierten zytotoxischen T-Zellen mit fortgeschrittener
Krankheitsdauer zunimmt (64). Sog. ,erschopfte” T-Zellen waren dagegen bei der HIV-
IBM ebenso wie bei der sIBM zahlreich nachweisbar. Auf Genexpressionsebene zeigte
sich sowohl bei Differenzierungsmarkern als auch bei immunmodulatorischen
Molekilen ein &hnliches Expressionsniveau bei der HIV-assoziierten und der
sporadischen IBM, welches signifikant gegeniiber den Normalkontrollen hochreguliert
war. Um diesen immunhistochemisch von uns nachgewiesenen Unterschied in
Differenzierungsstadien der zytotoxischen T-Zellen zwischen HIV-IBM und sIBM zu
bekraftigen, werden weitere Studien mit gréReren Fallzahlen benétigt, da sich in
unseren Analysen interessante Trends zeigten. Limitierende Faktoren fur den
Vergleich der HIV-assoziierten und sporadischen IBM waren geringe Fallzahlen mit
jeweils lediglich sieben Patient*innen pro Gruppe. Daher und aufgrund teilweise
unvollstandiger klinischer Daten konnten oft nur Tendenzen abgeleitet werden und
eine Korrelation von klinischem Outcome zu histopathologischen Merkmalen war nicht
mdoglich. Zusatzlich besteht bei der verwendeten Methode zur Quantifizierung der
Zellzahlen pro Gesichtsfeld ein gewisser Unsicherheitsbereich, da der Durchschnitt
aus 10 Gesichtsfeldern gebildet wurde und dabei mdgliche Cluster von Infiltraten

theoretisch Gibersehen werden konnten.

Zusammenfassend bietet unsere Arbeit fundamentale Einblicke in das Spektrum der
HIV-assoziierten Myositiden und tragt insbesondere zum weiteren Verstandnis der
Pathogenese der IBM und den Besonderheiten der HIV-assoziierten Form bei.
Insgesamt gibt es viele Ahnlichkeiten der HIV-IBM im Vergleich zur sporadischen
Form. Die Unterschiede bei Erkrankungsalter, -verlauf und Differenzierungsstadien

zytotoxischer T-Zellen kdnnten jedoch relevant fir mogliche Therapieansétze sein.
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Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen Ver-

sion meiner Arbeit nicht veroffentlicht.
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Reinhardtstr. 58 | 10117 Berlin

Name, Vorname: Vogt, Sinja Kristin

Emailadresse: sinja.vogt@charite.de

i Tel. +49 (0)30 450 562171
Matrikelnummer: 222499 geraldine.rauch@charite.de
https://biometrie.charite.de/

Promotionsbetreuerin: Dr. Katrin Hahn
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Bescheinigung
Hiermit bescheinige ich, dass Frau Sinja Kristin Vogt innerhalb der Service Unit Biometrie des Instituts
fir Biometrie und klinische Epidemiologie (iBikE) bei mir eine statistische Beratung zu einem
Promotionsvorhaben wahrgenommen hat. Folgende Beratungstermine wurden wahrgenommen:

e Termin 1: 18.06.2020

e Termin 2: 28.05.2021
Folgende wesentliche Ratschldge hinsichtlich einer sinnvollen Auswertung und Interpretation der
Daten wurden wahrend der Beratung erteilt:

e Uberpriifung von Normalverteilungsannahmen

e Verwendung geeigneter Lage- und StreumaRe

¢ Verwendung geeigneter statistischer Tests

¢ Hypothesengenerierende Interpretation der p-Werte (explorativ)

Diese Bescheinigung garantiert nicht die richtige Umsetzung der in der Beratung gemachten
Vorschlage, die korrekte Durchfiihrung der empfohlenen statistischen Verfahren und die richtige
Darstellung und Interpretation der Ergebnisse. Die Verantwortung hierfiir obliegt allein dem
Promovierenden. Das Institut fiir Biometrie und klinische Epidemiologie Gbernimmt hierfir keine

Haftung.

Datum:10.09.2021 Name des Beraters/ der Beraterin: Oliver Schweizerhof

Unterschrift Beraterln, Institutsstempel
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