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1 Einleitung

1.1 Der Beginn der AIDS-Epidemie

Die ersten Berichte tiber einen bis dahin unbekannten Immundefekt stammten aus den
USA (Suttorp et al. 2016). Dort erkrankten im Jahr 1981 gehduft junge Mé&nner an
opportunistischen Infektionen wie der Pneumonie durch Pneumocystis jirovecii (PCP),
friher Pneumocystis carinii (Gottlieb et al. 1981; Masur et al. 1981; Siegal et al. 1981).
Bei einigen dieser Patienten wurde ein Kaposi-Sarkom festgestellt (Gottlieb et al. 1981;
Masur et al. 1981; Siegal et al. 1981), ein maligner Hauttumor, der mit einer Infektion
durch das Humane Herpes Virus 8 assoziiert ist (Sturzl et al. 1997). Die Betroffenen
waren homosexuell (Gottlieb et al. 1981; Masur et al. 1981; Siegal et al. 1981) oder hatten
Kontakt mit Drogen (Masur et al. 1981) und waren zuvor gesund gewesen (Gottlieb et al.
1981; Siegal et al. 1981). Bei allen Patienten war die Zahl der Lymphozyten im Blut
erniedrigt und es bestand ein Defekt der zelluldren Immunitat (Gottlieb et al. 1981; Masur
et al. 1981; Siegal et al. 1981).

In der Folge wurden Félle bei Patienten mit Hdmophilie (Davis et al. 1983; Poon et al.
1983; Elliott et al. 1983), nach Bluttransfusionen (Curran et al. 1984; Jaffe et al. 1984)
und bei Kindern bekannt (Oleske et al. 1983; Rubinstein et al. 1983; Scott et al. 1984).
Auch die amerikanische Gesundheitsbehorde Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) berichtete Uber diese Falle und fasste die Symptome als acquired
immune deficiency syndrome (AIDS) zusammen (Centers for Disease Control 1982).
Gleichzeitig wurden die ersten Félle von AIDS bei Erwachsenen aus Zentralafrika
bekannt (Piot et al. 1984; van de Perre et al. 1984; Clumeck et al. 1983).

Auf der Suche nach der Ursache der Erkrankung wurde unter anderem das humane T-
lymphotrope Virus als Ausléser diskutiert (Essex et al. 1983a; Essex et al. 1983b; Gallo
et al. 1983). Der Nachweis des spater in Humanes Immundefizienz-Virus Typ 1 (HIV-1)
umbenannten Virus gelang 1983 der Forschergruppe von Luc Montagnier vom Institut
Pasteur in Paris (Barre-Sinoussi et al. 1983). Drei Jahre spéter wurde HIV-2 bei einer
Person aus Westafrika entdeckt (Clavel et al. 1986).
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1.2 Das HI-Virus

1.2.1 Ursprung

Das élteste Blutserum, in dem HIV-1 nachgewiesen wurde, stammt von einer Person aus
dem heutigen Kongo aus dem Jahr 1959 (Zhu et al. 1998). Es wird angenommen, dass
HIV-1 M von einem mit dem Simianen Immundefizienz-Virus (SIV) infizierten
Schimpansen in Afrika auf den Menschen Gbertragen wurde (Gao et al. 1999). Varianten
des SIV konnten bei zahlreichen Affenarten nachgewiesen werden. Mehrere unabhangige
Ubertragungen filhrten beim Menschen zu Infektionen mit verschiedenen Subtypen des
Virus. Ein moglicher Ubertragungsweg ist der Kontakt mit SIV-haltigem Blut bei der
Jagd von Affen (Hahn 2000).

1.2.2 Einordnung

Das HI-Virus gehort zur Gattung der Lentiviren innerhalb der Familie der Retroviren
(Kayser et al. 2014). Es sind die beiden Typen HIV-1 und HIV-2 bekannt. HIV-1 wird in
die vier Gruppen M, N und O und P unterteilt (Kayser et al. 2014). Mehr als 98 % der
weltweit isolierten HI-Viren gehoren zur Gruppe HIV-1M (Knipe & Howley 2013). Die
neun Subtypen (A-D, F-H, J, K) der Gruppe M sind geographisch unterschiedlich verteilt
(Kayser et al. 2014). HIV-2 kommt vor allem in Westafrika vor (Kayser et al. 2014). Da
es weltweit nur einen geringen Anteil der Infektionen verursacht, konzentrieren sich die

folgenden Kapitel auf die Infektion mit HIV-1.

1.2.3 Morphologie

Das Viruspartikel ist in etwa 100 - 150 nm grof3 und von einer Hlle aus Lipoprotein
umgeben (Abbildung 1); in diese Hulle ist das Transmembranprotein Glykoprotein (gp)
41 eingelagert, an welches das duBere Hillprotein gp120 gebunden ist (Doerr & Gerlich
2010). Da die Hille von der Wirtszelle stammt, enthalt sie auch zelluldre Proteine wie
Humane Leukozytenantigen-Molekiile der Klasse I und Il. Das Kapsid besteht aus dem
p24-Antigen und enthalt zwei Kopien des -einzelstrdngigen RNA-Genoms. Im
Viruspartikel sind die fiir die Replikation benoétigten Enzyme Reverse Transkriptase,
Integrase und Protease enthalten (Doerr & Gerlich 2010). Diese Enzyme sind mogliche
Angriffspunkte antiretroviraler Medikamente im Replikationszyklus des Virus
(Hoffmann & Rockstroh 2016).
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Hille zellulares Protein aufReres Hallprotein

gpl120
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Protease Reverse Transkriptase

Abbildung 1: Aufbau des HI-Virus
Schematische Abbildung nach (Doerr & Gerlich 2010)

1.3 Epidemiologie

1.3.1 Global

Nach Schatzung des gemeinsamen Programms der Vereinten Nationen zu HIV/AIDS
waren im Jahr 2015 weltweit 36,7 Millionen Menschen mit dem HI-Virus infiziert (UN
Joint Programme on HIV/AIDS (UNAIDS) 2016). Davon lebten 19,0 Millionen
Menschen in Ost- und Sudafrika, der am starksten betroffenen Region der Welt. In
Westeuropa, Zentraleuropa und Nordamerika lebten insgesamt 2,4 Millionen Menschen
mit HIV. Weltweit gab es 2,1 Millionen Neuinfektionen. Die Zahl der Menschen mit
HIV, die eine antiretrovirale Therapie (ART) erhielt, war seit 2010 von 7,5 Millionen auf
17,0 Millionen gestiegen. Gleichzeitig wurde ein Riickgang der Todesfalle durch AIDS
von 1,5 Millionen auf 1,1 Millionen beobachtet (UN Joint Programme on HIV/AIDS
(UNAIDS) 2016).
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1.3.2 Deutschland

Die Berechnungen des Robert-Koch-Instituts ergaben, dass im Jahr 2015 in Deutschland
> 84.700 Menschen mit HIV lebten. Diese Zahl setzt sich aus den Zahlen der Menschen
mit HIV-Diagnose (72.100) und ohne Diagnose (> 12.600) zusammen. Der Anteil der
Ménner lag mit 82 % deutlich Uber dem der Frauen, da der haufigste Infektionsweg der
Sex zwischen Mannern war. Die Zahl der Neuinfektionen war um das Jahr 1985 am
groten und fiel bis Ende der 1990er-Jahre stark ab. Darauf folgte ein erneuter Anstieg in
den Jahren 2000 bis 2006. Seitdem hat es keine entscheidende Veranderung der Zahl der
Neuinfektionen gegeben. Fur das Jahr 2015 wurde sie auf 3.200 geschatzt. Bei
Unterteilung der Neuinfektionen in Transmissionsgruppen entsprechend dem
Ubertragungsweg waren in etwa 69 % Manner, die Sex mit Mannern haben (MSM), 13 %
Frauen und 10 % Manner, die sich auf heterosexuellem Weg infiziert hatten. Etwa 8 %
der Neuinfektionen waren durch den gemeinsamen Nadelgebrauch unter intravends
drogenabhangengen Menschen verursacht (Robert Koch-Institut 2016). Der Anteil der
Personen, die eine ART erhielt, war im Jahr 2015 auf 84 % der Personen mit HIV-
Diagnose angestiegen. Damit erhielten 60.700 Personen eine ART. Im Jahr 2006 lag der
Anteil noch bei 73 % (Robert Koch-Institut 2016).

1.4 Ubertragung

Weltweit ist heterosexueller Geschlechtsverkehr der haufigste Ubertragungsweg (Suttorp
et al. 2016). In Deutschland entstehen die meisten Neuinfektionen bei MSM (Robert
Koch-Institut ~ 2016). Die  Wahrscheinlichkeit  einer ~ Ubertragung  durch
Geschlechtsverkehr wird von der Viruslast im Blut der Kontaktperson, dem Vorliegen
anderer Geschlechtskrankheiten und den sexuellen Praktiken beeinflusst, da
Schleimhautldsionen eine Ubertragung des Virus begiinstigen (Doerr & Gerlich 2010).
Weitere wichtige Ubertragungswege sind der gemeinsame Nadelgebrauch unter
intravends drogenabhéngengen Menschen und die Ubertragung von der Mutter auf das
Kind (Doerr & Gerlich 2010).
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1.5 Verlauf der Infektion

1.5.1 T-Helferzellen und Viruslast

Die Viruslast entspricht der Menge der HIV-1-Genkopien pro Milliliter Blutplasma
(Kayser et al. 2014). Wie in Abbildung 2 dargestellt, steigt die Viruslast in der akuten
Phase der Infektion massiv an. Der darauffolgende Abfall beruht auf der Antwort
zytotoxischer T-Zellen des Immunsystems (Kayser et al. 2014). Diese Reduktion der
Viruslast ist prognostisch relevant, da niedrige Werte mit einem langsameren
Krankheitsprogress und einem langen Intervall ohne Symptome einer AIDS-Erkrankung
assoziiert sind (O'Brien et al. 1996). Die Zerstérung von CD4-positiven T-Helferzellen
durch das HI-Virus flihrt zu einem sukzessiven Absinken der Anzahl an T-Helferzellen
und somit zur Sch&digung des Immunsystems (Herold 2016). Gleichzeitig fallt auch das
Verhaltnis von T-Helfer- zu T-Suppressorzellen (CD4/CD8-Ratio) (Herold 2016). Der
Normbereich der CD4-Zellzahl liegt fir Erwachsene laborabhangig zumeist bei 435-
1600/ul (Hoffmann & Rockstroh 2016). Bei einem Abfall der CD4-Zellzahl unter 200/ul
muss mit dem Auftreten AIDS-definierender Erkrankungen gerechnet werden (Hoffmann
& Rockstroh 2016). Die Virdmie und damit die Infektiositét ist in der friihen Phase der
Infektion und im spaten AIDS-Stadium am héchsten (Herold 2016).

Infektion Tod
1200~ ‘ ‘ =10
Akute Chronische Phase AIDS
1100- Phase

1000-
900~
800~

700- -10

CD4* Zellen

600~

500~ ~10%

400- :
Viruslast

300~

CD4* Zellen (Zellen/ul)
(Jlwyuaidoy) YNY AlH

-10
200~

100~

036912//12345678910
Wochen Jahre

Abbildung 2: Verlauf der HIV-Infektion ohne ART

Schema ibernommen aus (Hoffmann und Rockstroh 2016)
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1.5.2 Stadieneinteilung

Die Stadieneinteilung der HIV-Infektion ist in Tabelle 1 dargestellt. Sie erfolgt nach der
Klassifikation der CDC aus dem Jahr 1993 anhand der klinischen Symptome in die
Kategorien A-C und anhand der CD4-Zellzahl in die Gruppen 1-3 (Herold 2016). Bei
Krankheitsprogress wird das Stadium angepasst, allerdings findet keine Zuruckstufung

bei immunologischer Erholung statt (Herold 2016).

Die akute HIV-Krankheit kann wenige Wochen nach Erstinfektion auftreten und wird der
klinischen Kategorie A zugeordnet. Das Krankheitsbild umfasst unter anderem Fieber
und Lymphknotenschwellungen. Zur Kategorie A gehdren aullerdem die
asymptomatische Infektion (Latenzphase) und das Lymphadenopathie-Syndrom, welches
durch persistierende, generalisierte Lymphknotenschwellungen charakterisiert ist
(Herold 2016).

Zu den nicht-AlDS-definierenden Erkrankungen der Kategorie B werden unter anderem
Symptome wie subfebrile Temperaturen, chronische Diarrhd, Infektionen durch Candida
albicans oder Herpes zoster (multisegmental oder rezidivierend) und bestimmte
Malignome gezéhlt (Herold 2016).

Zu den AIDS-definierenden Krankheiten der Kategorie C gehoren z. B. das Wasting-
Syndrom, opportunistische Infektionen wie die PCP und Malignome wie das Kaposi-
Sarkom (Herold 2016).

Tabelle 1: CDC-Stadieneinteilung der HIV-Infektion (Herold 2016)

Klinische Kategorien
CD4/ul A B C

Asymptomatisch Symptomatisch ~ AIDS-definierende
Akute HIV-Krankheit Weder A noch C Krankheiten
Lymphadenopathie-Syndrom

> 500 Al Bl C1
200-499 A2 B2 C2
<200 A3 B3 C3
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1.6 Antiretrovirale Therapie

Die aktuellen Leitlinien zur antiretroviralen Therapie der HIV-Infektion wurden von der
Deutschen AIDS-Gesellschaft auf Basis der Konferenz vom 11.12.2015 verdéffentlicht
(Deutsche AIDS-Gesellschaft (DAIG) 2015).

1.6.1 Behandlungsbeginn

Eine eindeutige Behandlungsindikation liegt bei einer akuten Infektion mit schweren oder
langanhaltenden Symptomen vor, wenn die HIV-Infektion symptomatisch im CDC-
Stadium B oder C ist oder die CD4-Zellzahl im Blut < 500/ul betrégt. Je niedriger die
CD4-Zellzahl, desto schneller sollte eine Therapie eingeleitet werden. Bei Werten
<200/l sind Morbiditat und Mortalitdt auch unter ART erhoht (Deutsche AIDS-
Gesellschaft (DAIG) 2015). Verschiedene Studien zeigten, dass bei < 500 CD4-Zellen/ul
ein friherer Therapiebeginn das Progressrisiko vermindern kann (Cain et al. 2011;
Phillips et al. 2007; The CASCADE Collaboration 2011).

Auch bei Patienten mit einer CD4-Zellzahl > 500/pl ist die Therapie indiziert (Deutsche
AIDS-Gesellschaft (DAIG) 2015). Gegenuber einem spéteren Behandlungsbeginn wurde
ein signifikanter Vorteil beziiglich dem Auftreten von schweren Ereignissen
nachgewiesen (Lundgren et al. 2015). Eine weitere Studie zeigte, dass ein unmittelbarer
ART-Beginn auch bei Patienten mit > 500 CD4-Zellen/ul das Risiko fiir schwere
bakterielle Infektionen reduziert (O'Connor et al. 2017). Die Empfehlung zur Behandlung
ist jedoch weniger dringlich als bei Patienten mit einer CD4-Zellzahl < 500/pl (Deutsche
AIDS-Gesellschaft (DAIG) 2015).

Ein friherer Therapiebeginn wird bei Schwangerschaft, Hepatitis-Koinfektion, héherem
Lebensalter, Immunsuppression oder raschem Absinken der CD4-Zellzahl empfohlen
(Deutsche AIDS-Gesellschaft (DAIG) 2015).

1.6.2 Empfohlene Substanzen

Zur Initialtherapie werden nukleosidische bzw. nukleotidische Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren (NRTI/NtRTI), nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
(NNRTI), Integrase-Inhibitoren (INI) und Protease-Inhibitoren (PI) eingesetzt. Letztere

werden fiir eine starkere Wirkung immer mit Ritonavir (P1/r) oder Cobicistat (Pl/c)
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1 Einleitung

geboostert. Es wird die Kombination aus 2 NRTI plus einem NNRTI oder INI oder
geboostertem P1 empfohlen (Deutsche AIDS-Gesellschaft (DAIG) 2015). Eine weitere
Substanzklasse stellen die Entryinhibitoren dar. Dazu gehort der CCR5-Inhibitor
Maraviroc und der Fusionsinhibitor Enfuvirtid. Beide werden flr die Initialtherapie nicht
empfohlen (Deutsche AIDS-Gesellschaft (DAIG) 2015).

1.6.3 Wirkung der ART auf Viruslast und Immunsystem

In den ersten zwei Wochen nach Beginn der ART fallt die Konzentration des HI-Virus
im Blutplasma in der Regel um circa 99 % ab; danach sinkt die Plasmavirdmie langsamer
(Perelson et al. 1997). Nach 3 bis 4 Monaten sollte die Viruslast unter 50 Kopien pro
Milliliter liegen; bei initial sehr hoher Viruslast sollte dies nach spatestens 6 Monaten
erreicht sein (Deutsche AIDS-Gesellschaft (DAIG) 2015).

Auch der Anstieg der CD4-Zellen nimmt haufig einen biphasischen Verlauf. Wichtigster
Faktor fir die Immunrekonstitution ist das virologische Ansprechen (Kaufmann et al.
2000). In einer weiteren Studie mit mehr als 1200 Patienten zeigte sich im Durchschnitt
ein stérkerer Anstieg in den ersten drei Monaten nach Therapiebeginn (21 CD4/ul pro
Monat) als in der darauffolgenden Zeit (5,5 CD4/ul pro Monat, Monat 4 bis 24).
Entscheidend fur den Anstieg war die Virussuppression (Le Moing et al. 2002).

Die Wiederherstellung der CD4-Zellzahl ist zudem von deren Stand zu Therapiebeginn
abhangig. Es wurde gezeigt, dass mit einem hoheren Ausgangswert die
Wahrscheinlichkeit steigt, innerhalb von vier Jahren eine CD4-Zellzahl von 500/pl zu
erreichen (Kaufmann et al. 2003). Auch (ber einen Zeitraum von sechs Jahren wurden
nahezu normale Werte nur von Patienten erreicht, deren CD4-Zellzahl initial Uber 350/l
lag (Moore & Keruly 2007). Bei élteren Patienten erfolgt der Anstieg langsamer als bei
jungeren Patienten (Grabar et al. 2004; Kaufmann et al. 2003).

1.6.4 Nebenwirkungen der ART

Insgesamt treten Nebenwirkungen heute deutlich seltener und weniger ausgepragt auf als
bei friiheren Préparaten (Hoffmann & Rockstroh 2016). Damit ist auch der Wechsel der
ART aufgrund von Nebenwirkungen seltener geworden (Cicconi et al. 2010). Zu den
wichtigsten Nebenwirkungen gehdren neben Hepatotoxizitat, renalen Komplikationen,

allergischen Reaktionen und Hautverdnderungen auch gastrointestinale Beschwerden
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(Hoffmann & Rockstroh 2016). Besonders bei Therapiebeginn mit PI/r, aber auch mit INI
koénnen Diarrhoen auftreten (Hoffmann & Rockstroh 2016). Weitere Nebenwirkungen
der ART sind metabolische Veranderungen und Fettverteilungsstérungen (Hoffmann &
Rockstroh 2016). Die Symptome der peripheren Lipodystrophie, Hyperlipiddmie und
Insulinresistenz wurden als Lipodystrophie-Syndrom zusammengefasst (Carr et al. 1998)
und traten besonders unter friiher eingesetzten P1 (Carr et al. 1998; Nolan 2003) und NRTI
(Galli et al. 2002) auf. Unter neueren antiretroviralen Substanzen haben diese Symptome

abgenommen (Srinivasa & Grinspoon 2014).

1.7 Das menschliche Mikrobiom

Die Gesamtheit aller Mikroorganismen, die den menschlichen Koérper besiedeln, wird als
menschliche Mikrobiota oder menschliches Mikrobiom (Lederberg & McCray 2001)
bezeichnet. Im engeren Sinne versteht man unter dem Mikrobiom die Gesamtheit aller
Gene bzw. Genome dieser Mikroorganismen (Kuczynski et al. 2012). Sie kolonialisieren
die Regionen des menschlichen Korpers, die im Kontakt mit der Umwelt stehen: den
Verdauungstrakt, die Mundhohle, die Haut, sowie Teile der Atemwege und des
Urogenitaltrakts (Madigan et al. 2013). In der Regel konzentrieren sich Untersuchungen
des Mikrobioms auf die Zusammensetzung der Bakterien. Der menschliche Korper wird
darliber hinaus von Pilzen und Viren besiedelt, deren Charakterisierung ebenso

Gegenstand aktueller Studien ist.

1.7.1 Die Mikrobiomanalyse

Ein GroRteil der mikrobiellen Gemeinschaft, die den menschlichen Kdrper besiedelt, ist
nicht durch in vitro Kultivierung nachweisbar (Cho & Blaser 2012). Erst durch die
Entwicklung molekularer Methoden zur Analyse bakterieller DNA und die Bereitstellung
bekannter Sequenzen in groflen Datenbanken wurde die Analyse des menschlichen
Mikrobioms mdoglich (Cho & Blaser 2012). Forschungsprojekte wie das Human
Microbiome Project wurden gegriindet, um die Frage nach einem menschlichen
Kernmikrobiom und Zusammenhédnge mit Erkrankungen zu untersuchen (Turnbaugh et
al. 2007). Fur die Sequenzierung der bakteriellen DNA gibt es zwei verschiedene

Ansétze. Bei der gezielten Amplikon-Sequenzierung werden einzelne Gene der Bakterien
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zur phylogenetischen Analyse sequenziert. Haufig wird hierfir das 16S rRNA-Gen
gewahlt, da ribosomale Gene in allen Organismen vorhanden sind (Kuczynski et al.
2012). Sie enthalten sowohl konservierte Regionen, die sich fir die Bindung des Primers
eignen, als auch variable Regionen fir die genaue Klassifikation der Organismen
(Kuczynski et al. 2012). Die Methode ermdglicht eine quantitative Untersuchung der
Vielfalt mikrobieller Gemeinschaften wie z. B. der menschlichen Darmmikrobiota
(Singer et al. 2016). Die alternative VVorgehensweise ist die Schrotschuss-Metagenomik,
bei der die gesamte DNA einer Umweltprobe analysiert wird. Der Begriff ,,Schrotschuss®
nimmt Bezug auf die willkirliche Fragmentierung der DNA vor der Sequenzierung
(Kuczynski et al. 2012). Dem Vorteil einer umfassenderen Abbildung der vorhandenen
Mikroorganismen steht der hohere Aufwand der Sequenzierung gegenuber (Ranjan et al.
2016).

1.7.2 Die Darmmikrobiota

Die Zahl der Bakterien ist im Bereich des Colons groRer als in den weiter proximal
gelegenen Abschnitten des Verdauungstrakts und liegt in etwa bei 10 bis 10'? pro
Gramm Darminhalt (Madigan et al. 2013). Das Verhéltnis von anaeroben zu fakultativ
anaeroben Bakterien liegt bei 1000 : 1 (Slonczewski & Foster 2012). Die meisten
Bakterien gehdren zu den Phylae Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria und
Actinobacteria. Unter den Firmicutes sind die Familie der Lachnospiraceae und
Ruminococcaceae der Klasse Clostridia am haufigsten (Madigan et al. 2013). Bei
Betrachtung der Gattungen und Arten ist die Vielfalt der Bakterien gro und die
Mikrobiota unterscheidet sich stark zwischen verschiedenen Individuen (Eckburg et al.
2005). Eine Studie konnte die Mikrobiota jedoch in drei Gruppen einteilen, die als
Enterotypen bezeichnet wurden und nicht von Alter, Geschlecht oder Body-Mass-Index
der Probanden abhangig waren (Arumugam et al. 2011). Jeder Enterotyp ist durch eine
hohe Abundanz einer der drei Gattungen Bacteroides, Prevotella oder Ruminococcus
definiert. Zudem wurden weitere charakteristische Gattungen fir jeden Enterotyp
identifiziert. Da diese Gattungen unterschiedliche Stoffwechselwege zur
Energiegewinnung bevorzugen, wird angenommen, dass sich auch die Enterotypen
hierduch unterscheiden. So wurde etwa gezeigt, dass die Biosynthese mehrerer Vitamine

zwischen den Enterotypen unterschiedlich stark ausgepragt ist (Arumugam et al. 2011).
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1.7.3 Wechselbeziehung zwischen Mensch und Darmmikrobiota

Im Darm besteht eine enge Interaktion zwischen Epithel, Immunsystem und Mikrobiota.
Das Darmepithel dient als physiologische und biochemische Barriere zwischen
Miroorganismen und dem systemischen Kreislauf (Geuking et al. 2014). Durch Tight
Junctions der Enterozyten entsteht eine Diffusionschranke zwischen dem Darmlumen
und dem Korperinneren. Die im Epithelverband liegenden Becherzellen produzieren
Muzine, die einen schiitzenden Schleimteppich bilden (Lillmann-Rauch & Asan 2015).
Im Kolon besteht dieser aus einer auBReren, von Bakterien besiedelten Schicht und einer
innere Schicht, die frei von Bakterien ist (Johansson et al. 2008). Die innere Schicht haftet
dem Epithel fest an und enthélt antimikrobielle Pepitide und Immunglobulin A
(Ldllmann-Rauch & Asan 2015). Jedoch wird in einem gesunden Organismus durch die
omniprasenten Mikroorganismen und Antigene der Darmflora keine dauerhafte,
entzindliche Reaktion des Immunsystems ausgeldst (Haller & Hormannsperger 2015).
Waihrend die Darmbakterien von einem geschiitzen, nahrstoffreichen Lebensraum
profitieren, tragt ihre Besiedelung gleichzeitig zu einer Exklusion von potentiellen
Pathogenen Dbei (Haller & Hormannsperger 2015). Aulerdem leisten die
Mikroorganismen durch Synthese verschiedener Enzyme einen wichtigen Beitrag zum
Metabolismus des Menschen (Madigan et al. 2013).

1.7.4 Dysbiose bei chronischen Erkrankungen

Die Storung des Gleichgewichts zwischen den Bakterienarten im Darm wird als Dysbiose
bezeichnet (Kunkel-Razum et al. 2015). Bei verschiedenen chronischen Erkrankungen
konnten charakteristische Verdnderungen der Mikrobiota identifiziert werden.
Insbesondere im Zusammenhang mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wurde
eine verminderte Diversitdit (Manichanh et al. 2006) und eine verdnderte
Zusammensetzung beschrieben (Frank et al. 2007). Bei Adipositas fanden sich sowohl
im Mausmodell als auch beim Menschen Veranderungen in der Zusammensetzung und
im Stoffwechsel der Darmmikrobiota (Ley et al. 2005; Ley et al. 2006). Auch fir die
Entstehung des kolorektalen Karzinoms (Castellarin et al. 2012; Kostic et al. 2012) und
der rheumatoiden Arthritis (Vaahtovuo et al. 2008; Jethwa & Abraham 2016) wird ein
Zusammenhang mit der Darmmikrobiota angenommen. Die Untersuchung des
Darmmikrobioms bei Patienten mit Leberzirrhose zeigte im Vergleich zu gesunden
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Individuen eine Verminderung des Phylum Bacteroidetes und der Gattung Bacteroides.
Gleichzeitig waren Proteobacteria und Fusobacteria vermehrt (Qin et al. 2014). Bei
Patienten mit Diabetes wurde eine signifikante Zunahme aerober Bakterien und eine
Reduktion von Bifidobacterium spp. nachgewiesen (Vamanu et al. 2016). Fur die
Entstehung von kardiovaskuldren Erkrankungen wurde der Stoffwechsel der
Darmmikrobiota als relevanter Faktor identifiziert (Wang et al. 2011).

1.8 Schadigung der Darmmukosa bei HIV-Infektion

Schon in der frihen Phase der HIV-Infektion kommt es zu einem ausgeprégten Verlust
von CD4-Zellen in der Mukosa des Gastrointestinaltrakts (Mattapallil et al. 2005; Veazey
et al. 1998; Guadalupe et al. 2003; Brenchley et al. 2004; Mehandru et al. 2004). Im
Gegensatz zu CD4-Zellen im peripheren Blut exprimieren diese mehrheitlich den HIV-
Korezeptor CCRS5 (Brenchley et al. 2004). Der signifikante Verlust von Interleukin (IL)
17- und IL-22-produzierenden CD4-Zellen (Th17-Zellen) (Brenchley et al. 2008) fuhrt
zur Schédigung der Darmmukosa (Klatt et al. 2012). Nach Beginn der ART verlauft der
Anstieg der CD4-Zellen im Darm verzdgert und es kommt zu einer inkompletten
Wiederherstellung (Guadalupe et al. 2003).

Die strukturelle Schadigung der Darmmukosa bei HIV-Patienten wurde bereits 1984 in
einer Studie beschrieben (Kotler et al. 1984). Durch die Apoptose von Enterozyten
kommt es zur Storung der Tight Junctions und in der Folge zu einer Erhéhung der
Permeabilitat (Sandler & Douek 2012). Durch die Schadigung des Epithels treten
bakterielle Produkte aus dem Darmlumen in den systemischen Kreislauf tiber (Estes et al.

2010; Nazli et al. 2010). Dieser Vorgang wird als ,,mikrobielle Translokation bezeichnet.

1.9 Mikrobielle Translokation bei HIV

Die fortgeschrittene HIV-Infektion ist durch eine chronische Aktivierung des
Immunsystems gekennzeichnet (Brenchley et al. 2006). Dies zeigt sich in einem
gesteigerten Umsatz der T-Zellen (Hellerstein et al. 1999), einer vermehrten Proliferation

der T-Zellen (Hazenberg et al. 2000) und einer Erhéhung der proinflammatorischen
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Abbildung 3: Ursachen und Folgen der mikrobiellen Translokation

Mediatoren im peripheren Blut (Valdez & Lederman 1997-1998). Die T-Zell-Aktivierung
korreliert mit einer kiirzeren Uberlebenszeit und sagt damit den Krankheitsverlauf besser
vorher als die Viruslast (Giorgi et al. 1999).

Die Gruppe von Brenchley et al. konnte zeigen, dass die Translokation mikrobieller
Produkte eine wichtige Ursache der gesteigerten Immunaktivierung bei HIV-Patienten
ist. Dabei korrelierte Lipopolysaccharid im Blut mit der Immunaktivierung, welche durch
zirkulierendes IFN-alpha und die H&ufigkeit aktivierter T-Zellen quantifiziert wurde
(Brenchley et al. 2006).

Neben LPS treten weitere bakterielle Produkte in die Blutbahn Uber und wirken
proinflammatorisch. Dazu gehdren unter anderem Peptidoglycan (Clarke et al. 2010) und
bakterielle rDNA, welche die 16S-RNA kodiert (Jiang et al. 2009). Durch die Bindung
an Toll-like-Rezeptoren (TLR) und Nucleotide-binding oligomerization domain 1
(NOD1) und NOD2 wird eine Signalkaskade aktiviert, die zur Produktion
proinflammatorischer Zytokine wie IL-1p, IL-6, TNF und Interferonen fuhrt (Sandler &
Douek 2012).
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Des Weiteren wurde bei HIV-Patienten im Vergleich mit HIV-negativen Personen
mehrfach eine Erhohung von l6slichem CD14 (sCD14) im Plasma nachgewiesen
(Brenchley et al. 2006; Lien et al. 1998). Die Werte waren bei Patienten mit klinisch und
immunologisch fortgeschrittener Erkrankung am hdchsten (Lien et al. 1998). Bei
fortgeschrittener Erkrankung bestand eine signifikante Korrelation zwischen LPS und
sCD14-Spiegeln im Plasma (Brenchley et al. 2006). Lésliches CD14 wird von Zellen der
angeborenen Immunantwort sezerniert und dient als Marker der LPS-induzierten

Monozyten-/Makrophagenaktivierung (Sandler & Douek 2012).

Eine Ubersicht Gber die Ursachen und maoglichen Folgen des Ubertritts mikrobieller
Produkte in den systemischen Kreislauf gibt Abbildung 3.

1.10 Immunaktivierung und erhéhte Morbiditat bei HIV

Unabhéangig von einer HIV-Infektion sind kardiovaskuldre Erkrankungen (Hansson &
Hermansson 2011) und Malignome (Grivennikov & Karin 2011) mit einer Erh6hung
proinflammatorischer Zytokine assoziiert. Gleichzeitig haben Menschen mit HIV auch
unter ART ein erhdhtes Risiko flir Erkrankungen, die nicht im Zusammenhang mit AIDS
stehen. So besteht unter anderem ein erhohtes Risiko fiir den akuten Myokardinfarkt
(Freiberg et al. 2013). Aufgrund des Zusammenhangs zwischen erhéhtem sCD14 und
LPS im Serum und dem Progress von Atherosklerose wird die mikrobielle Translokation
als moglichen Faktor in der Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen bei HIV
betrachtet (Kelesidis et al. 2012).

Auch das Krebsrisiko ist bei HIV-Patienten erhoht. Nicht nur AIDS-definierenden
Malignome, sondern auch das Hodgkin-Lymphom, Lungenkrebs und Lebertumoren

treten haufiger auf als bei HIV-negativen Personen (Engels et al. 2008).

Es konnte gezeigt werden, dass die neurokognitive Beeintrachtigung bei HIV-Patienten
mit héheren sCD14-Spiegeln assoziiert ist (Lyons et al. 2011) und die starker ausgepragte
HIV-assoziierte Demenz mit erhohtem LPS, einem Biomarker der mikrobiellen
Translokation (Ancuta et al. 2008).
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1.11 Die Darmmikrobiota bei HIVV-Patienten

Bisherige Studien weisen darauf hin, dass sich die Darmmikrobiota bei HIVV-Patienten im
Vergleich zu Menschen ohne HIV unterscheidet. Unterschiede fanden sich sowohl bei
der Diversitat als auch bei der Abundanz einzelner Taxa. Im Hinblick auf die genauen
Veranderungen weichen die Ergebnisse jedoch deutlich voneinander ab. Tabelle 2 gibt
einen Uberblick tber die Fallzahl, das Untersuchungsmaterial und den Therapiestatus der
Patienten bisheriger Studien. Eine vorangegangene Antibiotikatherapie wurde in
mehreren Studien als Ausschlusskriterium definiert (Pérez-Santiago et al. 2013; Nowak
et al. 2015). Das Zeitintervall variierte hierbei je nach Studie zwischen einem Monat
(Ling et al. 2016) und drei Monaten vor Studieneinschluss (Dillon et al. 2014; Vazquez-
Castellanos et al. 2015; Dubourg et al. 2016).

1.11.1 Diversitat

In der Mehrzahl der Studien war die a-Diversitat bei HIVV-Patienten niedriger als bei
gesunden Kontrollpersonen. Dies wurde bei Patienten mit unterschiedlichem ART-Status
beobachtet (McHardy et al. 2013; Mutlu et al. 2014; Dubourg et al. 2016). Je nach Studie
glichen die a-und B-Diversitit bei HIV-Patienten unter ART der von HIV-negativen
Kontrollen (McHardy et al. 2013) oder von unbehandelten HIV-Patienten (Dubourg et al.
2016).

Andere Gruppen fanden keinen Unterschied der o-Diversitdat zwischen gesunden
Kontrollen und HIV-Patienten mit und ohne ART (Vujkovic-Cvijin et al. 2013; Dillon et
al. 2014; Dinh et al. 2015; Ling et al. 2016). In einer einzelnen Studie war die a-Diversitat
bei unbehandelten Patienten im Vergleich zu HIV-negativen Kontrollen erhéht
(Lozupone et al. 2013). Dass auch die sexuelle Praktik die a-Diversitat beeinflusst, ging
aus einer Studie hervor, in der die Diversitat bei MSM im Vergleich zu nicht-MSM groRer
war; bei Beriicksichtigung der Transmissionsgruppe war die Diversitat bei HIV reduziert
(Noguera-Julian et al. 2016).

Es liegen sowohl Ergebnisse vor, wonach sich die p-Diversitat des Mikrobioms bei
unbehandelten HIV Patienten und HIV-negativen Kontrollen unterschied (Lozupone et
al. 2013; McHardy et al. 2013), als auch solche, die keinen Unterschied feststellen
konnten (Monaco et al. 2016).
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Tabelle 2: Ubersicht tiber bisherige Studien zur Darmmikrobiota bei HIV

Studie H::l” Untersuchungsmaterial ART -/+
Gori et al. 2008 57  Stuhlprobe ART-

. ART-, ART+
Ellis et al. 2011 12 Stuhlprobe longitudinal: 4 Pat,
Lozupone et al. 2013 25  Stuhlabstrich ART-, ART+
McHardy et al. 2013 40  rektaler Schwamm ART-, ART+
Perez-Santiago et al. 13 Stuhlabstrich ART_-, ART+
2013 longitudinal
Vujkovic-Cvijin et al. 25  Biopsie ART-. ART+
2013
Dillon et al. 2014 18  Biopsie, Stuhlprobe ART-

Mutlu et al. 2014 21  Biopsie, Stuhlprobe ART+
Dinh et al. 2015 21  Stuhlprobe ART+

ART-, ART+
Nowak et al. 2015 31  Stuhlprob L

owaketa HhIproBe longitudinal: 19 Pat.
Vasquez-Castellanos et 9 Stuhlprobe ART+
al. 2015
Dubourg et al. 2016 32 Stuhlprobe ART-, ART+
Ling et al. 2016 67  Stuhlprobe ART-, ART+
Monaco et al. 2016 82  Stuhlprobe ART-, ART+
Noguera-Julian et al. 206  Stuhlprobe ART-, ART+
2016
Sun et al. 2016 13  Stuhlprobe ART-, ART+
Abstrich oral, Cytobrush

Yang et al. 2016 8  Osophagus, Magen, ART-

Duodenum

1.11.2 Abundanz der Taxa

Die Zusammensetzung des Mikrobioms bei Patienten unter ART konnte sowohl
Ahnlichkeit mit HIV-negativen Kontrollen als auch mit unbehandelten HIV-Patienten

haben (Lozupone et al. 2013; Vujkovic-Cvijin et al. 2013). Veranderungen lagen
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unabhéngig von der Dauer der ART auch nach mehreren Jahren unter Therapie vor
(Lozupone et al. 2013).

Innerhalb des Phylum Bacteroidetes wurde bei HIV-Patienten mehrfach ein verminderter
Anteil der Gattung Bacteroides und eine Vermehrung der Gattung Prevotella gefunden
(Lozupone et al. 2013; Dillon et al. 2014; Mutlu et al. 2014; Vazquez-Castellanos et al.
2015; Ling et al. 2016). In der Folge wurde jedoch gezeigt, dass bei MSM unabhangig
vom HIV-Serostatus haufiger einen hoher Anteil Prevotella vorliegt und bei nicht-MSM

ein hoherer Anteil Bacteroides (Noguera-Julian et al. 2016).

Des Weiteren war bei HIV-Patienten die Gattung Alistipes reduziert (Lozupone et al.
2013; McHardy et al. 2013; Vujkovic-Cvijin et al. 2013; Dillon et al. 2014; Dinh et al.
2015). Die Abnahme dieser Gattung ist auch bei Patienten mit chronisch-entziindlichen

Darmerkrankungen bekannt (Frank et al. 2007).

Bakterien des Phylum Proteobacteria wurden bei HIV Patienten vermehrt nachgewiesen.
Hierbei handelte es sich vor allem um die Ordnung Enterobacteriales bzw. die Familie
Enterobacteriaceae (Ellis et al. 2011; Vujkovic-Cvijin et al. 2013; Mutlu et al. 2014; Sun
et al. 2016; Dinh et al. 2015), aber auch die Gattungen Succinivibrio (Vazquez-
Castellanos et al. 2015) und Desulfovibrio (Lozupone et al. 2013).

Bei Betrachtung des Phylum Firmicutes zeigte sich bei HIV Patienten ein reduziertes
Vorkommen der Klasse Clostridia und Ordnung Clostridiales (Vujkovic-Cvijin et al.
2013). Hier waren in der Familie Lachnospiraceae die Gattungen Coprococcus, Blautia
und Roseburia vermindert sowie die Gattung Ruminococcus der Familie
Ruminococcaceae (McHardy et al. 2013; Dillon et al. 2014; Mutlu et al. 2014; Vazquez-
Castellanos et al. 2015; Dubourg et al. 2016; Ling et al. 2016). In einer anderen Studie

war hingegen die Abundanz der Ruminococcaceae vermehrt (Lozupone et al. 2013).

Innerhalb der Clostridiales war bei HIV-Patienten Faecalibacterium prausnitzii in
mehreren Studien vermindert (Mutlu et al. 2014; Nowak et al. 2015; Vazquez-Castellanos
et al. 2015; Dubourg et al. 2016). Nur in einer Studie war der Anteil des Bakteriums
signifikant erhoht (Ling et al. 2016). Die antiinflammatorische Wirkung von
Faecalibacterium prausnitzii durch die Produktion von Butyrat wurde unter anderem im
Zusammenhang mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen untersucht. Auch bei
Patienten mit Morbus Crohn und Colitis ulcerosea war in Studien ein verminderter Anteil
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von Faecalibacterium prausnitzii gefunden worden (Sokol et al. 2009; Lopez-Siles et al.
2016).

Eine Studie fand eine Zunahme aerotoleranter Bakterien wie Enterococcus, wahrend
obligat anaerobe Gattungen wie Faecalibacterium und Ruminococcus sowie
Bifidobacterium reduziert waren (Dubourg et al. 2016). Eine Verminderung von
Bifidobacterium und Lactobacilli in der friihen Phase der HIV-Infektion war bereits in
einer der ersten Mikrobiomstudien bei HIV-Patienten nachgewiesen worden (Gori et al.
2008). Im Gegensatz dazu war der Anteil der Gattung Lactobacillus jedoch in einer
spateren Studie bei unbehandelten HIV-Patienten erhoht (Nowak et al. 2015).

1.11.3 Zusammenhang mit der CD4-Zellzahl

In einzelnen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen der Haufigkeit einzelner Taxa
und dem Verlust (Ellis et al. 2011) oder der Aktivierung von CD4-Zellen in der
Darmmukosa (Vujkovic-Cvijin et al. 2013; Dillon et al. 2014) hergestellt. Mit der CD4-
Zellzahl im Blut korrelierten die Haufigkeiten bestimmter Taxa in zwei Studien (Pérez-
Santiago et al. 2013; Monaco et al. 2016). In einzelnen Studien wurde zwischen der a-
Diversitat und der CD4-Zellzahl im Blut zu bestimmten Zeitpunkten ein Zusammenhang
beschrieben (Nowak et al. 2015; Noguera-Julian et al. 2016; Monaco et al. 2016).
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2 Ziel der Arbeit

Bei Menschen mit HIV wurden in verschiedenen Studien Verdnderungen der
Darmmikrobiota nachgewiesen. Die meisten dieser Studien wurden als
Querschnittstudien durchgefuhrt, welche das Mikrobiom HIV-positiver Patienten mit
dem HIV-negativer Kontrollen verglichen. Die Ergebnisse in Bezug auf die
Veranderungen des Mikrobioms unterschieden sich dabei deutlich zwischen den Studien.
Dies betraf sowohl die Diversitat als auch die Abundanz einzelner Taxa.

Daraus ergab sich die Frage, ob klinische Faktoren das Mikrobiom bei HIV-Patienten
beeinflussen und ob sich das Mikrobiom nach Beginn der ART verdndert. Die
vorliegende Langsschnittstudie untersuchte das Mikrobiom einer Kohorte sowohl vor als
auch nach ART-Beginn. Zudem wurden die klinischen Daten jedes Patienten analysiert.

Ziel der vorliegenden Arbeit war

e die Beschreibung der klinischen Merkmale der HIV-positiven Patienten wéhrend
der neunmonatigen Studiendauer.

e die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen dem Darmmikrobiom und
mdoglichen Einflussfaktoren wie Antibiotika, ART und CD4-Zellzahl.

e die Beurteilung des Darmmikrobioms im Zeitverlauf vor und nach ART-Beginn.
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3 Material und Methoden

3.1 Studienplanung

3.1.1 Studienprotokoll

Das Studienprotokoll wurde unter Berticksichtigung der Leitlinien der Guten Klinischen
Praxis (GCP) erstellt. Demnach wurden die Risiken und Unannehmlichkeiten fiir den
Patienten gegen den zu erwartenden Nutzen abgewogen. Das Protokoll wurde der
Ethikkommission der Fakultdt fur Medizin der Technischen Universitdt Minchen
vorgelegt und in der Sitzung vom 25.03.2014 beraten und genehmigt.

3.1.2 Patienteninformation und Patienteneinwilligung

Um die Patienten tber den Ablauf und die Ziele der Studie aufzuklaren, wurde eine
Patienteninformation verfasst und zusammen mit dem Studienprotokoll und der
Eiverstandniserklarung bei der Ethikkommission eingereicht. Sie enthalt des Weiteren
Informationen zum Datenschutz und zum Umgang mit den Proben der Patienten (siehe
Anhang).

3.1.3 Aufwandsentschadigung

Die Patienten erhielten fir jeden Termin im Rahmen der Studie eine
Aufwandsentschadigung in Héhe von 20,00 Euro. Hatten die Patienten alle vier Termine
wahrgenommen, erhielten sie demnach eine Aufwandsentschadigung von 80,00 Euro.

Diese wurde ihnen nach Abschluss der Studie auf ihr Konto tiberwiesen.

3.2 Studienpopulation

3.2.1 Fallzahl und Rekrutierung

Die vorliegende Studie sollte als Pilotstudie untersuchen, ob sich das Mikrobiom im
Verlauf der ART veréndert und damit als Grundlage fir weiterfiihrende Studien dienen.
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3 Material und Methoden

Dafur wurde eine Fallzahl von 20 Patienten festgelegt. Die Rekrutierung der
Studienteilnehmer erfolgte ausschliellich im Prifzentrum, dem Interdisziplinaren HIV-

Zentrum am Klinikum rechts der Isar (IZAR).

3.2.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Folgende Einschlusskriterien mussten fur die Studienteilnahme erfullt sein:

e  Alter uber 18 Jahre
e  HIV-positiv
e  Aufklarung des Patienten durch einen Prufarzt

e  Schriftliche Einverstandniserklarung

Hauptausschlusskriterium war eine bereits eingeleitete ART. Dariiber hinaus wurde
gefordert, dass die Wiedervorstellung zu den Folgeterminen im IZAR mdglich ist.

3.3 Datenschutz

Bei der Rekrutierung wurde jedem Patienten eine fortlaufende Nummer zugeordnet. Alle
Proben wurden pseudonymisiert mit der Patientennummer und dem Entnahmedatum
beschriftet. Die klinischen Daten der Patienten wurden ebenfalls pseudonymisiert
dokumentiert. Die unterschriebenen Einverstandniserklarungen sowie die Patientenliste
werden in einem 6ffentlich nicht zuganglichen Raum in der Klinik fiir Dermatologie am

Biederstein aufbewahrt.

3.4 Studienablauf

Die Abgabe der Stuhlproben erfolgte zu den reguldren Behandlungsterminen im 1ZAR.
Anamnese, korperliche Untersuchung und Laboruntersuchungen wurden zu diesen
Terminen im Rahmen der reguléren Behandlung durchgeftihrt. Das Screening beinhaltete
die ausfuhrliche Aufklarung der Patienten (ber die Ziele der Studie. Der Ablauf der
Studie ist in Abbildung 4 dargestellt. Nach erfolgtem Screening wurde die erste
Stuhlprobe vor Beginn der ART abgegeben (Zeitpunkt 0). Die weiteren Proben folgten 3,
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3.5 Datenerhebung

Beginn der ART

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4

v

Screening
Zeitpunkt O 3 Monate 6 Monate 9 Monate

Abbildung 4: zeitlicher Ablauf der Studie

6 und 9 Monate nach ART-Beginn. Dazu wurde den Patienten jeweils vor dem
Folgetermin ein Probenréhrchen per Post zugeschickt. Die Termine werden entsprechend

den abgegebenen Proben in der Folge als Visit 1, 2, 3 und 4 bezeichnet.

3.5 Datenerhebung

Um die Rekonstitution des Immunsystems zu beurteilen und Einflussfaktoren auf das
Mikrobiom zu identifizieren, wurden die im Rahmen der reguldren Untersuchung
erhobenen Daten erfasst. Das Immunsystem wurde anhand der CD4-Zellzahl im Blut
beurteilt. Fur die Einteilung der Werte in die Gruppen niedrig (< 200/ul), mittel (200-
499/ul) und hoch (> 500/pl) wurden die Grenzen entsprechend der CDC-Klassifikation
gewdhlt. Die Viruslast im Blut wurde ebenfalls in die Gruppen niedrig (<5000
Kopien/ml), mittel (5000-50.000 Kopien/ml) und hoch (> 50.000 Kopien/ml) eingeteilt.
Als mdogliche Einflussfaktoren auf das Darmmikrobiom wurden die Gabe von
Antibiotika, das ART-Regime, das Auftreten von Diarrhd, Begleiterkrankungen und

eingenommene Medikamente dokumentiert.

3.6 Untersuchungsmaterial

Die Stuhlproben wurden von den Patienten selbst am Tag des Untersuchungstermins
entnommen. War es einem Patienten nicht mdglich, die Probe zum Termin im
Priifzentrum mitzubringen, erhielt er einen vorfrankierten Umschlag, um die Probe per
Post an die Klinik zu schicken. Die Proben wurden in einem Kklinikublichen

Probenréhrchen fur Stuhlproben mit Entnahmel6offel aus Kunststoff im Prufzentrum
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3 Material und Methoden

abgegeben und ab diesem Zeitpunkt kihl gelagert. Innerhalb weniger Stunden wurden
die Proben bei -80 °C eingefroren und so bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt.

3.7 DNA-Isolierung

Die bakterielle DNA wurde entsprechend dem Protokoll von T. Clavel (Zentralinstitut
flr Erndhrungs- und Lebensmittelforschung, TU Miinchen) aus den Stuhlproben isoliert.
Es wurde das NucleoSpin gDNA Clean-up Kit von Macherey-Nagel verwendet. Zuerst
wurde ein Testlauf mit verschiedenen Probenmengen durchgefiihrt. Da grofRere Proben
zu einer starkeren Verunreinigung des Eluats bei gleicher DNA-Konzentration flhrten,
wurde eine geringere Probenmenge gewdhlt. Diese wurde mit Hilfe eines sterilen
Skalpells aus dem Probenréhrchen entnommen und in ein 2 ml Reaktionsgefal? tiberfihrt,
welches mit 5-8 sterilen Glaskiigelchen befullt war. Nach Hinzugabe von 1 ml DNA-
Stabilisierungslosung wurden die Stuhlproben aufgeschlossen. Dazu wurden die Proben
im FastPrep-24-Instrument (MP Biomedicals) 20 Sekunden bei 4,0 m/s homogenisiert.
Die Proben wurden 10 Minuten auf Eis gestellt, bis sich die festen Bestandteile abgesetzt
hatten. Im Anschluss konnte der Uberstand (600 pl) in ein 2 ml ReaktionsgefaR pipettiert
werden, welches mit 500 mg 0,1 mm Zirkonia-Kugelchen vorbereitet war. Zum
Aufschluss der Bakterien wurde mit 20 mg/ml Lysozym fir 15 Minuten bei 37 °C
inkubiert. Nach Hinzugabe von 400 pl Phenol-Chloroform wurden die Proben in drei
Durchldaufen im FastPrep-24-Instrument bei 6,5 m/s fuir 40 Sekunden aufgeschlossen. Als
nachstes wurden die Proben fiir 8 Minuten auf 95 °C erhitzt und bei 16.000 rpm und 4 °C
fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 0,1 pg/pul RNAse fiir 30 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde entsprechend dem Protokoll des NucleoSpin
gDNA Clean-up Kits vorgegangen. Dabei wurden die Saulen mit 300 pl der Probe
beladen und mit 700 pl gewaschen. Zuletzt wurde mit zweimal 50 pl Elutionspuffer
eluiert. Zuletzt wurden der DNA-Gehalt und die DNA-Qualitdit mit einem
Spektralphotometer (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific) gemessen. Dabei wurden die

DNA-Konzentration und die Reinheit bestimmt.
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3.8 DNA-Sequenzierung

3.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung und die Sequenzanalyse wurden am Zentralinstitut fur Erndhrungs-
und Lebensmittelforschung der TU Miinchen durchgefiihrt. Die Methode zur Analyse des
Darmmikrobioms war die gezielte Amplikon-Sequenzierung des 16S-rRNA Gens. Zur
Erstellung der Amplikon-Library wurde die V3/V4-Region der 16S-rRNA-Gene durch
PCR amplifiziert. Dies erfolgte in 25 Zyklen entsprechend einem zweistufigen Protokoll
(Berry et al. 2011) unter Verwendung der bakterienspezifischen Primer 341F-785R
(Klindworth et al. 2013). Die Amplikons wurden mit dem AMPure XP-System
(Beckmann) gereinigt. Im Anschluss erfolgte die Sequenzierung der gepoolten Proben im
Paired-End-Modus mit einem MiSeq-System (Illumina) und einer 25 % (v/v) PhiX
Standard-Library.

3.9 Sequenzanalyse

Die Analyse der Rohdaten der Sequenzierung erfolgte durch IMNGS (Lagkouvardos et
al. 2016), einer UPARSE-basierten Pipeline (Edgar 2013). Als Demultiplexer wurde ein
unveroffentlichtes Perl-Skript (demultiplexor_v3.pl) eingesetzt. Das Pairing und die
Qualitatsfilterung erfolgten mit USEARCH7 (Edgar 2010). Mittels UCHIME (Edgar et
al. 2011) wurden Chimére detektiert und entfernt. Bei der Bildung der Operativen
Taxonomischen Einheiten (OTUs) durch USEARCH7 wurde eine Ahnlichkeit der
Sequenzen von > 97 % fir die Einordnung in die gleiche OTU festgelegt. Alle OTUs,

deren Anteil bei > 0,25 % lag, wurden herausgefiltert und weiter berticksichtigt.

Der Sequenzabgleich erfolgte mit MUSCLE (Edgar 2004) im Programm MEGAG6. Zur
taxonomischen Klassifikation wurde die Referenzdatenbank des Ribosomal Database
Project (RDP) mit dem RDP classifier Version 2.10 training set 10 (Wang et al. 2007)
verwendet. Mit dem Programm Fast Tree wurde ein phylogenetischer Baum erstellt (Price
et al. 2010).
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3.10 Statistische Analyse

Die weitere Auswertung der OTU-Tabelle und die statistische Analyse erfolgten in
Microsoft Office Excel 2016 und in RStudio (RStudio Inc., Boston, Massachusetts, USA)
unter Verwendung der Rhea-Skripte (Lagkouvardos et al. 2017). Der OTU-Datensatz
wurde normalisiert, um die unterschiedlich hdaufige Sequenzierung der verschiedenen
Proben auszugleichen und relative Haufigkeiten der einzelnen Taxa zu erhalten. Zur
Charakterisierung der Bakterienvielfalt wurde die a-Diversitdt durch Artenvielfalt
(richness), Shannon-Index und Simpson-Index quantifiziert. Der Shannon- und der
Simpson-Index wurden in die effektive Artenzahl umgerechnet, welche sich im

Gegensatz zu den Indices linear verhalt (Jost 2007).

Die B-Diversitat wurde mittels generalisierter UniFrac-Distanzen berechnet (Chen et al.
2012). Die Daten wurden mit Hilfe von multidimensionaler Skalierung (MDS) bzw.

nicht-metrische multidimensionale Skalierung (NMDS) grafisch dargestellt.

Um zu testen, ob die erhobenen klinischen Daten wie Viruslast, CD4-Zellzahl in Blut
oder Antibiotikatherapie die Diversitat des Mikrobioms oder die Haufigkeit einzelner
Taxa beeinflussen, wurde eine Varianzanalyse durchgefiiht. Fiir den Vergleich von mehr
als zwei Gruppen wurde der parameterfreie Kruskal-Wallis-Test angewandt. Im
Anschluss, oder bei VVorliegen von zwei Gruppen, wurde mit dem Mann-Whitney-U-Test
paarweise getestet. Die p-Werte wurden nach der Benjamini-Hochberg-Methode fir

Mehrfachvergleiche angepasst.

AnschieBend wurden die Ergebnisse in Boxplot-Diagrammen dargestellt. Diese bilden
den Median sowie das obere und untere Quartil und damit den Interquartilsabstand ab.
Die Antennen entsprechen den Werten innerhalb des 1,5-Fachen des
Interquartilsabstands. Werte auf3erhalb dieses Bereichs werden als Ausreil3er betrachtet
und sind als Punkte dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

4.1.1 Alters- und Geschlechterverteilung

In einem Zeitraum von 7 Monaten wurden 15 Studienteilnehmer rekrutiert. Zwei der
Teilnehmer schieden aus der Studie aus, ohne eine Stuhlprobe abgegeben zu haben. Von
den verbliebenen 13 Teilnehmern waren 12 ménnlich und eine weiblich im Alter
zwischen 21 und 51 Jahren. Der Altersdurchschnitt bei Studieneinschluss betrug 36,5
* 8,4 Jahre (Tabelle 4).

4.1.2 Vorangegangene HIV-Therapie

Zwei der Patienten hatten in der Vergangenheit bereits eine ART erhalten. Diese war in
einem der Falle seit sechs Jahren nicht mehr eingenommen worden, im anderen Fall vier
Wochen vor Studieneinschluss nach einmonatiger Einnahme selbststdndig abgebrochen
worden. Beide Patienten préasentierten sich beim Screening mit niedriger CD4-Zellzahl
und hoher Viruslast. Aus diesem Grund wurden beide Patienten in die Studie
eingeschlossen.

4.1.3 Begleiterkrankungen

Bei Studieneinschluss bestand bei einem Patienten eine Hepatitis B-Koinfektion. Ein
weiterer Patient litt zu Studienbeginn unter einer blutigen Kolitis mit Verdacht auf Colitis
ulcerosa. Bei 6 Patienten wurde in der Zeit zwischen Screening und Abschluss der Studie

eine Lues-Infektion diagnostiziert.

4.1.4 CDC-Stadium
Das Stadium der HIV-Infektion wurde nach der CDC-Klassifikation eingeteilt. Wie in

Tabelle 3 dargestellt, erfullten zum Zeitpunkt des Screenings 8 Patienten die Kriterien fir

Stadium A. Die weiteren 5 Patienten befanden sich im Stadium C.
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4 Ergebnisse

Tabelle 3: CDC-Stadium der Studienpatienten

CDC-Stadium Al

Patientenzahl 4

A2 A3 B C1

4.1.5 Viruslast und CD4-Zellzahl

C2 C3

Die Viruslast lag bei allen Patienten zum Zeitpunkt 0 im mittleren oder hohen Bereich

und war nach 9 Monaten unter die Nachweisgrenze von 50 Kopien/ml abgesunken. Bei

Betrachtung der CD4-Zellzahl zeigten sich sowohl zu Beginn als auch am Ende der Studie

erhebliche Unterschiede zwischen den einzelnen Patienten (Tabelle 4).

Tabelle 4: Ubersicht iber Alter, Viruslast und CD4-Zellzahl der Studienteilnehmer

Patientenalter
(Jahre)

Viruslast Kopien/ml
Zeitpunkt 0
Viruslast Kopien/ml
9 Monate

CDA4/ul

Zeitpunkt 0

CD4/ul

9 Monate

Tabelle 5: CD4-Zellzahl zum Zeitpunkt 0

CD4-Zellzahl
Zeitpunkt 0

Patientenzahl

28

) + Standard-
Mittelwert ]
abweichung
36,5 + 8,4
274.120 + 464.334
nicht
nachweisbar
355 + 343
616 + 630
niedrig mittel
< 200/ul 200-499/ul
5 5

Minimum Maximum

21 51
8.560 1.470.000
10 1610
10 2280

hoch
> 500/l
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4.1 Patientenkollektiv
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Abbildung 5: CD4-Zellzahl der einzelnen Patienten im Studienverlauf, ausgenommen
Patient 5

Wie in Tabelle 5 dargestellt, lag zum Zeitpunkt O bei 5 Patienten eine niedrige CD4-
Zellzahl von < 200/ul vor. Bei weiteren 5 Patienten lagen die Werte im mittleren Bereich
(200-499/ul). Drei Patienten hatten zum Zeitpunkt O eine hohe CD4-Zellzahl von >
500/pl.

In Abbildung 5 ist der Verlauf der CD4-Zellzahl der einzelnen Patienten tber die gesamte
Studiendauer dargestellt. Mit Ausnahme eines Patienten stieg bei Patienten mit niedriger
CD4-Zellzahl zum Zeitpunkt O der Wert innerhalb von 9 Monaten in den mittleren
Bereich (rote Linien). Bei Patienten mit einer mittleren CD4-Zellzahl zum Zeitpunkt O
lag diese mit einer Ausnahme nach 9 Monaten im hohen Bereich (blaue Linien). Die
initial hohe CD4-Zellzahl bei drei Patienten blieb wéhrend der gesamten Studie im hoch
(orange Linien). Nicht abgebildet ist die CD4-Zellzahl von Patient 5, die im Verlauf der
Studie von initial 1610/pl auf 2280/ul anstieg.

4.1.6 Antiretrovirale Therapie

Einen Uberblick iber die antiretroviralen Substanzen, mit denen die ART bei den
Studienteilnehmern eingeleitet wurde, gibt Tabelle 6. Bei 10 von 13 Patienten erfolgte
die Initialtherapie mit zwei NRTI in Kombination mit einem geboosterten PI. Dabei
wurden drei verschiedene Kombinationen eingesetzt, wobei alle Patienten Ritonavir

(RTV, Norvir) als Booster erhielten. Am hé&ufigsten war die Kombination aus
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4 Ergebnisse

Truvada/Prezista, gefolgt von Truvada/Reyataz. Ein Patient erhielt Kivexa/Prezista. Die
drei weiteren Patienten erhielten zur Initialtherapie zwei NRTI und einen INI. Es wurden

die Kombinationen Truvada/Tivicay und Kivexa/Tivicay eingesetzt.

Im Verlauf der Studie wurde bei insgesamt 6 von 13 Patienten das ART-Regime
umgestellt. In Tabelle 7 ist dargestellt, welche Medikamente nach dem Wechsel
eingenommen wurden. Zwei Patienten wechselten nach 5 Monaten von Truvada/Prezista
bzw. nach 8 Monaten von Truvada/Reyataz zu Eviplera. Ein Patient wechselte nach 6
Monaten von Kivexa/Prezista zu Truvada/Prezista. Bei zwei Patienten wurde die
Therapie nach einem Monat bzw. nach 5 Monaten von Truvada/Tivicay auf
Kivexa/Tivicay bzw. Triumeq umgestellt. Ein weiterer Patient wechselte nach 3 Monaten

von Kivexa/Tivicay zu Truvada/ Prezista und nach 6 Monaten zu Triumeg.

Tabelle 6: antiretrovirale Substanzen bei Therapie-Induktion

Substanzklasse = Wirkstoff Handelsname Anzahl
NRTI + Pl/r TDF/FTC, DRV, RTV  Truvada, Prezista, Norvir 6 Patienten
NRTI + Pl/r TDF/FTC, ATV, RTV  Truvada, Reyataz, Norvir = 3 Patienten
NRTI + Pl/r ABC/3TC, DRV, RTV Kivexa, Prezista, Norvir 1 Patient
NRTI + INI TDF/FTC, DTG Truvada, Tivicay 2 Patienten
NRTI + INI ABC/3TC, DTG Kivexa, Tivicay 1 Patient

Tabelle 7: antiretrovirale Substanzen im Studienverlauf

Substanzklasse =~ Wirkstoff Handelsname Anzahl
NRTI + NNRTI TDF/FTC/RLP Eviplera 2 Patienten
NRTI + Pl/r TDF/FTC, DRV, RTV  Truvada, Prezista, Norvir 1 Patient
NRTI + INI ABC/3TC, DTG Kivexa, Tivicay 1 Patient
NRTI + INI ABC/3TC/DTG Triumeq 2 Patienten
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4.2 Stuhlproben

4.1.7 Antibiotikatherapie

Die Mehrzahl der Patienten erhielt im Zeitraum zwischen dem Screening und der Abgabe
der letzten Stuhlprobe eine orale, intravendse (i.v.) oder intramuskulére
Antibiotikatherapie. Wie in Tabelle 8 dargestellt, erhielten von 13 Patienten insgesamt 10
Patienten Antibiotika, davon 9 zur Therapie einer akuten Infektion. Ein Patient nahm

ausschlieBlich Cotrimoxazol zur Prophylaxe einer PCP ein.

Tabelle 8: Haufigkeit und Art der Antibiotikatherapie wahrend der Studie

Antibiotikatherapie allgemein 10 Patienten

ausschlieBlich Cotrimoxazol-Prophylaxe 1 Patient oral

Penicillin 4 Patienten: 2 i.v., 2 intramuskul&r
Cotrimoxazol 2 Patienten i.v.

Ceftriaxon, Azithromycin, Metronidazol 1 Patient i.v. und oral

Ceftriaxon 1 Patient i.v.

Moxifloxacin 1 Patient i.v.

4.2 Stuhlproben

4.2.1 Probenanzahl

Von 13 Patienten konnten in einem Zeitraum von 13 Monaten insgesamt 37 Stuhlproben
gewonnen werden. Bei den zwei zuletzt rekrutierten Patienten war bei Abschluss der
Studie der Zeitpunkt der letzten Probenabgabe (9 Monate) noch nicht erreicht. Aus
verschiedenen Griinden war es nicht moglich, eine héhere Probenzahl zu erreichen. Dazu
gehorte die Zuverldssigkeit der Patienten in Bezug auf das Wahrnehmen der
Untersuchungstermine. Auerdem war es den Patienten nicht immer méglich, am Tag der

Untersuchung eine Stuhlprobe abzugeben.

4.2.2 Qualitat nach DNA-Isolierung

Nach der Isolierung der DNA aus den Stuhlproben wurden die DNA-Konzentration und
deren Qualitat spektralphotometrisch (NanoDrop) gemessen. Die DNA-Konzentration
aller 37 Proben lag im Durchschnitt bei 99,2 ng/ul (£ 68,6 ng/ul). Bei insgesamt fiinf
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4 Ergebnisse

Proben mit niedrigem DNA-Gehalt wurde die Isolation wiederholt. So konnten 35 von
37 Proben erfolgreich sequenziert werden. In zwei Proben war der DNA-Gehalt zu
niedrig fur die Sequenzierung. Die Konzentrationen lagen hier nach wiederholter

Isolierung bei 7,3 ng/ul und 14,7 ng/ul.

4.2.3 Qualitat der Sequenzierung

Die in der Sequenzierung gelesenen DNA-Abschnitte werden im Englischen als reads
bezeichnet. Die durchschnittliche Anzahl der reads pro Probe betrug 9779 + 2278. In
Abbildung 6 ist die Anzahl der reads und die Anzahl der detektierten OTUs fiir jede der
einzelnen Proben dargestellt. Die Verteilung der Proben zeigt, dass die Anzahl der

gefundenen OTUs nicht von der Anzahl der reads abhénig war. Dieses Ergebnis spricht

flr eine ausreichende Tiefe der Sequenzierung.

0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000
Anzahl der reads

Abbildung 6: Darstellung der Anzahl der reads und der Anzahl der detektierten OTUs flr

alle Proben
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4.3 Interindividuelle Unterschiede des Mikrobioms

4.3 Interindividuelle Unterschiede des Mikrobioms

Im Rahmen der Mikrobiomanalyse wurde zunéchst die Ahnlichkeit aller Proben mittels
MDS untersucht. Abbildung 7 zeigt die B-Diversitét aller Stuhlproben. Dabei sind die
Proben nach Patienten gruppiert und jeweils in gleicher Farbe dargestellt. In dieser
Darstellung zeigt sich die Ahnlichkeit zwischen Proben der gleichen Person. Die
Trennung der einzelnen Gruppen war signifikant (p = 0,001). Die grofte Streuung zeigten

die Proben eines Patienten mit dreifacher Antibiotikatherapie (Patient 7).

MDS plot of Microbial Profiles
(p-value0.001)

Abbildung 7: g-Diversitat aller Proben im MDS-Plot; die Proben wurden nach
Patienten gruppiert

4.4 Einfluss der ART auf das Mikrobiom

In diesem Abschnitt werden die Proben in Abhangigkeit des zeitlichen Abstands zum
ART-Beginn betrachtet, um Veranderungen des Mikrobioms im Verlauf der ART zu

beurteilen.
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4.4.1 a-Diversitat
Die Artenvielfalt lag im Durchschnitt aller Proben bei 107 (+ 26). Wie Abbildung 8 zeigt,

war der Median der Artenvielfalt bei Visit 2 nach 3 Monaten mit 105 niedriger als bei
Visit 1 vor ART-Beginn (Median 118). Die Stichprobe Visit 2 beinhaltet eine Stuhlprobe
(Probe 17) nach dreifacher Antibiotikatherapie, welche 11 Tage vor Abgabe der Probe
begonnen worden war. In dieser Probe lag die Artenvielfalt bei nur 27. Insgesamt bestand
kein signifikanter Unterschied der Artenvielfalt zu den verschiedenen Zeitpunkten
(p =0,89).

Die effektive Artenzahl (Shannon) betrug im Durchschnitt aller Proben 37,4 (x 13,6).
Wie die Artenvielfalt war auch die effektive Artenzahl bei Visit 2 mit einem Median von
30 niedriger als vor ART-Beginn (Median 38). Dies ist in Abbildung 9 dargestellt. Diese
Stichprobe beinhaltet wiederum Probe 17 nach dreifacher antibiotischer Therapie mit
einer effektiven Artenzahl von 4,7. Insgesamt war der Unterschied der effektiven
Artenzahl (Shannon) zu den verschiedenen Zeitpunkten der Studie nicht signifikant
(p = 0,47).

Bei der Einteilung in Proben unter ART und ohne ART wurde kein Einfluss des ART-
Status auf Artenvielfalt (p =0,69) und effektive Artenzahl (Shannon) (p = 0,40)
nachgewiesen. Da Antibiotika einen mdglichen Storfaktor bei der durchgefihrten
Analyse darstellen, wurden auBerdem die Proben von 4 Patienten untersucht, vor deren

Abgabe kein Antibiotikum oder ausschlieBlich Cotrimoxazol verabreicht wurde. Der

160 :
Kruskal-Wallis-Test
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F 120 ﬁ p-Wert 0,89
=
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g 40
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Abbildung 8: Darstellung der a-Diversitat mittels Artenvielfalt (richness); Abbildung
aller Proben vor ART-Beginn (Visit 1) sowie nach 3, 6 und 9 Monaten (Visit 2, 3 und 4)
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4.4 Einfluss der ART auf das Mikrobiom
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Abbildung 9: Darstellung der a-Diversitat mittels effektiver Artenzahl berechnet aus
dem Shannon-Index; Abbildung aller Proben vor ART-Beginn (Visit 1) sowie nach 3, 6
und 9 Monaten (Visit 2, 3 und 4)

Vergleich dieser Proben vor ART und nach ART-Beginn zeigte keinen signifikanten
Unterschied der Artenvielfalt (p=0,25) und der effektiven Artenzahl (Shannon)
(p = 0,25).

4.4.2 B-Diversitat

In Kapitel 4.3 (S. 33) waren die interindividuellen Unterschiede des Mikrobioms anhand
der B-Diversitét dargestellt worden. Um zu untersuchen, ob diese Unterschiede auch nach
Beginn der ART erhalten blieben, wurden die Proben von 4 Patienten ohne
Antibiotikatherapie oder nach Gabe von Cotrimoxazol betrachtet. Wie Abbildung 10
zeigt, war die Ahnlichkeit der Proben nach 6-9 Monaten gréRer als vor ART-Beginn. Das
Ergebnis deutet darauf hin, dass die ART das Darmmikrobiom beeinflusst. Beim
Vergleich aller Proben vor ART mit den Proben unter ART und bei Einteilung
entsprechend der Visits zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen.

4.4.3 Haufigkeit der Taxa im Verlauf der ART

Daruber hinaus wurde getestet, ob sich die Haufigkeit einzelner Taxa im Verlauf der ART
verdanderte. Es konnten weder auf OTU-Ebene noch auf Ebene der Gattung oder Familie

signifikante Veranderungen festgestellt werden.
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Abbildung 10: g-Diversitat der Proben von Patienten ohne Antibiotikatherapie im
NMDS-Plot

4.4.4 Haufigkeit der Taxa in Abhéangigkeit des ART-Regimes
Wie in Kapitel 4.1.6 (S. 29) beschrieben, wurden im Verlauf der Studie bei 13 Patienten

insgesamt 6 ART-Kombinationen eingesetzt. Dabei waren aus der Gruppe der NRTI
entweder TDF/FTC oder ABC/3TC Bestandteil jeder dieser Kombinationen. Zwischen
Proben mit und ohne ART bestand kein signifikanter Unterschied der Haufigkeit
einzelner Familien oder Gattungen des Mikrobioms. Im Folgenden soll untersucht
werden, ob sich in Abhangigkeit der verschiedenen ART-Kombinationen Unterschiede
in der Zusammensetzung des Mikrobioms feststellen lassen. Wie Abbildung 11 zeigt,
unterschied sich die Haufigkeit der Familie Ruminococcaceae signifikant zwischen den
Gruppen mit TDF/FTC, ABC/3TC und ohne ART (p=0,001, angepasster p-
Wert = 0,028). In Proben, vor deren Abgabe die Patienten ABC/3TC eingenommen
hatten, war die Familie Ruminococcaceae haufiger als nach Einnahme von TDF/FTC
(p = 0,001, angepasster p-Wert =0,003). In Proben ohne ART lag die Hé&ufigkeit
zwischen diesen beiden Gruppen. Es wurde kein Einfluss der gleichzeitig
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Abbildung 11: Haufigkeit der Familie Ruminococcaceae nach Einnahme verschiedener
NRTI; die Proben der Patienten nach Ceftriaxon und dreifacher Antibiotikatherapie

wurden nicht berdicksichtigt

eingenommenen PI, INI und NNRTI auf die Haufigkeit der Ruminococcaceae oder

anderer Familien nachgewiesen.

4.4.5 Wechsel des ART-Regimes

Bei insgesamt 6 von 13 Patienten wurde im Verlauf der Studie das ART-Regime
umgestellt. Es wurde kein unmittelbarer Einfluss des ART-Wechsels auf die effektive
Artenzahl (Shannon) festgestellt. Ob sich die Therapieumstellung auf die H&aufigkeit
einzelner Taxa auswirkte ist insofern schwer zu beurteilen, als 5 der 6 Patienten im
Studienverlauf eine antibiotische Therapie erhielten. Bei dem verbleibenden Patienten
ohne antibiotische Therapie wurde nach Wechsel der ART keine signifikante

Verénderung der relativen Haufigkeit einzelner Familien oder Gattungen beobachtet.

4.5 Zusammenhang des Mikrobioms mit der CD4-Zellzahl

Sowohl vor ART-Beginn als auch im Studienverlauf wurde kein Zusammenhang der
CD4-Zellzahl mit der Haufigkeit einzelner Gattungen, Familien oder Phylae
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4 Ergebnisse

nachgewiesen. Darlber hinaus wurde der Einfluss der CD4-Zellzahl auf die a-Diversitét
untersucht. Die Proben nach Ceftriaxon und dreifacher Antibiotikatherpie wurden dabei
nicht miteinbezogen. Es zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen mit
niedriger, mittlerer und hoher CD4-Zellzahl vor ART-Beginn (Artenvielfalt: p = 0,45
Shannon: p = 0,29). Auch bei Betrachtung des gesamten Studienverlaufs unterschieden
sich Artenvielfalt (p =0,42) und effektive Artenzahl (Shannon) (p =0,26) nicht
signifikant zwischen den Gruppen. Der Vergleich jeweils einer Probe vor und nach ART-
Beginn der 4 Patienten ohne Antibiotikagabe oder mit Cotrimoxazol zeigte ebenfalls
keinen signifikanten Unterschied der Artenvielfalt (p =0,41) oder der effektiven
Artenzahl (Shannon) (p = 0,26).

Bei Betrachtung der B-Diversitat bestand zwischen den Gruppen mit niedriger, mittlerer
und hoher CD4-Zellzahl (p = 0,31) oder zwischen Proben vor und nach Beginn der ART
(p = 0,64) kein signifikanter Unterschied.

4.6 Einfluss der Antibiotikatherapie auf das Mikrobiom

Wie in 4.1.7 Antibiotikatherapie (S. 31) beschrieben, erhielten 10 von 13 Patienten
wéhrend des Studienverlaufs Antibiotika. In diesem Abschnitt soll untersucht werden,
inwiefern sich die Antibiotikatherapie auf das Mikrobiom auswirkte.

4.6.1 a-Diversitat unter Antibiotikatherapie

In Abbildung 12 und Abbildung 13 wurden die Stuhlproben entsprechend der Antibiotika
gruppiert, die die Patienten innerhalb von 3 Monaten vor Abgabe der Probe erhalten
hatten. Da kein Einfluss der Applikationsform auf die in der Folge dargestellten
Ergebnisse festgestellt wurde, sind die Gruppen mit oraler und intravendser
Cotrimoxazoltherapie sowie mit intravendser und intramuskuldrer Penicillingabe jeweils
zusammengefasst. Wie Abbildung 12 zeigt, unterschied sich die Artenvielfalt in Proben
bei vorheriger Therapie oder Prophylaxe mit Cotrimoxazol (Median: 113) nur wenig von
den Proben ohne Anibiotikaeinfluss (Median: 105). Deutlich geringer war die
Artenvielfalt nach Ceftriaxon (81) und insbesondere nach dreifacher antibiotischer
Therapie (27). In Proben nach Penicillingabe hingegen war der Median der Artenvielfalt
mit 129 hoher als in allen anderen Gruppen.
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Abbildung 12: Betrachtung der Artenvielfalt (richness) als Mal} der a-Diversitét;
Darstellung aller Proben in Abhangigkeit der vorangegangenen Antibiotikatherapie;
fir den Vergleich der beiden &hnlichen Gruppen Cotrimoxazol und kein AB mit der

Penicillin-Gruppe siehe Abbildung 14
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Abbildung 13: Betrachtung der effektiven Artenzahl berechnet aus dem Shannon-Index
als Maf3 der a-Diversitat; Darstellung aller Proben in Abhéngigkeit der
vorangegangenen Antibiotikatherapie; fir den Vergleich der beiden ahnlichen Gruppen
Cotrimoxazol und kein AB mit der Penicillin-Gruppe siehe Abbildung 15
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4 Ergebnisse

Dieser Trend lasst sich auch bei Betrachtung der effektiven Artenzahl (Shannon) in
Abhangigkeit der vorangegangenen Antibiotikatherapie in Abbildung 13 erkennen. Nach
dreifacher Antibiotikatherapie war die effektive Artenzahl (Shannon) am niedrigsten
(4,7). Auch nach Gabe von Ceftriaxon war die effektive Artenzahl vermindert (29). In
den Proben nach Penicillingabe lag der Median der effektiven Artenzahl mit 54 hoher als
nach Cotrimoxazol (35) und ohne Antibiotika (35).

Da die Gruppen der Proben ohne Antibiotika und nach Gabe von Cotrimoxazol ahnliche
Werte zeigten, wurden die beiden Gruppen in der Folge zusammengefasst und mit den
Proben nach Einnahme von Penicillin verglichen. Wie Abbildung 14 zeigt, war die
Artenvielfalt nach Penicillin signifikant hoher (p = 0,03).

Mann-Whitney-U-Test
140 - T
° p-Wert 0,03
=
o0
N 120
< »
- L]
8 &
o 100 - °
P .
[<5]
<
80 1
\ O
S
&R Q@\\
) &@ @& C
Q&

Abbildung 14: Vergleich der Artenvielfalt (richness) von Proben nach Penicillingabe

mit Proben ohne vorangegangene Antibiotikatherapie oder nach Cotrimoxazol

In Abbildung 15 ist die effektive Artenzahl (Shannon) von Proben nach Cotrimoxazol
bzw. ohne Antibiotikum sowie von Proben nach Penicillin dargestellt. Wie die
Artenvielfalt war auch die effektive Artenzahl nach Penicillingabe signifikant hoher
(p = 0,03).
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Abbildung 15: Vergleich der effektiven Artenzahl (Shannon) von Proben nach
Penicillingabe mit Proben ohne vorangegangene Antibiotikatherapie oder nach

Cotrimoxazol

41



4 Ergebnisse

4.6.2 B-Diversitat in Abhéangigkeit der Antibiotikatherapie

Zur Darstellung der Ahnlichkeit von Proben nach Gabe bestimmter Antibiotika wurden
die Proben in der Folge bei der MDS entsprechend der vorangegangenen
Antibiotikatherapie eingeteilt. Dies ist in Abbildung 16 dargestellt. Wéahrend sich
zwischen zwei Gruppen mit und ohne Antibiotikatherapie kein Unterschied zeigte
(p =0,36), war die Trennung der Gruppen bei Beriicksichtigung des eingesetzten
Wirkstoffs signifikant (p = 0,009). Am wenigsten unterschied sich die Gruppe nach
Cotrimoxazol von den Proben ohne Antibiotikum (p = 0,46). Nach Penicillin zeigte sich
eine Veranderung der 3-Diversitét, diese war jedoch nicht signifikant (p = 0,16). Eine
eindeutige Abtrennung wurde nur fir die Probe nach dreifacher Antibiotikatherapie
beobachtet.

o —~Penicillin
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~| e
"""'\.

MDS plot of Microbial Profiles
(p—-value0.009)

Abbildung 16: p-Diversitat aller Proben im MDS-Plot; die Proben wurden

entsprechend der vorangegangenen Antibiotikatherapie gruppiert
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4.6 Einfluss der Antibiotikatherapie auf das Mikrobiom

4.6.3 Einfluss der Antibiotikatherapie auf die Zusammensetzung des Mikrobioms

Im Folgenden soll untersucht werden, wie sich die Antibiotikatherapie auf die
Zusammensetzung des Mikrobioms im zeitlichen Verlauf auswirkte. Dazu ist die
Hé&ufigkeit einzelner Gattungen in den Proben von Patient 07 vor Therapie mit drei
unterschiedlichen Antibiotika (Ceftriaxon, Azithromycin, Metronidazol), sowie in drei
zeitlichen Abstanden nach der Therapie dargestellt. Es wurden alle Gattungen mit einer
Héaufigkeit > 1 % berucksichtigt. Abbildung 17 zeigt die Aufteilung des Mikrobioms in
Gattungen vor Antibiotikatherapie. Die haufigsten Familien waren die Lachnospiraceae
(41 %) und Ruminococcaceae (25 %). Die haufigen Gattungen stammten Uberwiegend
aus diesen beiden Familien (z. B. Blautia 9 %, Dorea 6 %, beide aus der Familie der
Lachnospiraceae und Faecalibacterium 6 % aus der Familie der Ruminococcaceae). Die

effektive Artenzahl (Shannon) lag vor der Antibiotikagabe bei 68.

vor Antibiotika-Therapie

Alistipes
Bifidobacterium

Blautia

Clostridium 1V

Clostridium XlIVa
Collinsella
Coprococcus

Dialister

Clostridiales*

Dorea
Firmicutes*

Succinivibrio Faecalibacterium

Ruminococcus2

Ruminococcus
Roseburia

Prevotella

Fusicatenibacter
Gemmiger

Abbildung 17: Zusammensetzung des Mikrobioms (Patient 07) vor Beginn der
Antibiotikatherapie (Visit 1); mit * gekennzeichteten Taxa wurden der entsprechenden

Familie zugeordnet, die Gattung ist unbekannt; inc sed.: incertae sedis

43
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Abbildung 18 zeigt die Zusammensetzung des Mikrobioms 11 Tage nach Beginn der
Antibiotikatherapie. Zu diesem Zeitpunkt waren Bacteroides (36 %) und Enterococcus
(30 %) am haufigsten. Deren Anteil hatte zuvor bei <1 % gelegen. Mit Ausnahme von
Clostridium XIVa und Clostridium X1 war der Anteil aller Gattungen aus Abbildung 17
vor Antibiotikatherapie auf < 0,2 % gefallen. Die effektive Artenzahl (Shannon) war von
68 auf 4,7 gesunken.

11 Tage nach Beginn der Antibiotika-Therapie

Clostridium XlVa

Streptococcus

Erysipelotrichaceae
inc. sed.

Enterococcus

Bacteroides

Abbildung 18: Zusammensetzung des Mikrobioms (Patient 07) 11 Tage nach Beginn der
Antibiotikatherapie (Visit 2)
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Drei Monate nach Antibiotikatherapie war die effektive Artenzahl wieder auf 28
angestiegen. Die hdufigste Gattung war Roseburia (19 %) aus der Familie
Lachnospiraceae (Abbildung 19). Die Héaufigkeit der Gattung Blautia lag zu diesem
Zeitpunkt bereits wieder im Bereich des Ausgangswertes. Wéahrend die Haufigkeit von
Enterococcus innerhalb von 3 Monaten auf 0,04 % gefallen war, lag der Anteil von
Bacteroides weiterhin bei 13 %.

3 Monate nach Antibiotika-Therapie

Blautia

Clostridium XlIVa
Dorea

Roseburia
Faecalibacterium
Fusicatenibacter
Gemmiger Anaerostipes

Clostridium sensu stricto Bacteroides

Abbildung 19: Zusammensetzung des Mikrobioms (Patient 07) 3 Monate nach
Antibiotikatherapie (Visit 3); mit * gekennzeichteten Taxa wurden der entsprechenden

Familie zugeordnet, die Gattung ist unbekannt

Abbildung 20 zeigt die Zusammensetzung des Mikrobioms 6 Monate nach der
Antibiotikagabe. Die effektive Artenzahl war zu diesem Zeitpunkt weiter gestiegen. Mit
einem Wert von 41 war sie jedoch niedriger als vor Antibiotikatherapie. Die relative
Hé&ufigkeit einiger Gattungen wie Blautia, Prevotella und Roseburia lag wieder im
gleichen Bereich wie vor den Antibiotika. Im Gegensatz dazu konnte Bifidobacterium,
welches zuvor einen Anteil von 2,5 % hatte, auch 6 Montate nach der Antibiotikatherapie

nicht nachgewiesen werden.
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6 Monate nach Antibiotika-Therapie

Alistipes
Blautia

Clostridium 1V

Ruminococcus2 Collinsella

Roseburia Coprococcus
Dorea
Prevotella
) Faecalibacterium
Gemmiger

Parabacteroides
Bacteroides

Anaerostipes  Fusicatenibacter
Abbildung 20: Zusammensetzung des Mikrobioms (Patient 07) 6 Monate nach
Antibiotikatherapie (Visit 4); mit * gekennzeichteten Taxa wurden der entsprechenden

Familie zugeordnet, die Gattung ist unbekannt; inc sed.: incertae sedis

4.6.4 Einfluss von Penicillin auf die Haufigkeit einzelner OTUs und Taxa

Es wurde bereits gezeigt, dass in Proben nach Penicillingabe Artenvielfalt und effektive
Artenzahl (Shannon) erhéht waren. Daraus ergab sich die Frage, ob auch die Haufigkeit
einzelner Taxa durch Penicillin verdndert wurde. Zunéchst wurde die haufigste OTU in
den Proben jeweils eines Patienten betrachtet. Die Proben von Patient 07 wurden dabei
nicht berlcksichtigt. Es zeigte sich, dass bei 7 von 8 Patienten ohne Penicillingabe die
haufigste OTU zu allen Zeitpunkten aus dem Familien Lachnospiraceae oder
Ruminococcaceae stammte. Beide gehoren zur Ordnung Clostridiales. Nach
Penicillingabe &nderte sich bei allen 4 Patienten die haufigste OTU und stammte zudem

aus einem anderen Phylum als die h&ufigste OTU vor Penicillingabe.
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Abbildung 21: Haufigkeit der Prevotellaceae unmittelbar nach Penicillingabe und 6-9

Monate spater

Weiterhin wurde die Zusammensetzung des Mikrobioms im zeitlichen Verlauf der
Antibiotikatherapie untersucht. Bei 3 von 4 Patienten, die Penicillin erhielten, war die
Haufigkeit der Familie Prevotellaceae nach 6-9 Monaten deutlich angestiegen. Wie in
Abbildung 21 dargestellt, stieg der Median von 4,7 % kurz nach Penicillintherapie auf
17,3 % nach 6 bzw. 9 Monaten. Bei einem Patienten wurde diese Familie zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr nachgewiesen. Zur Kontrolle wurde die Hé&ufigkeit der
Prevotellaceae im Studienverlauf bei 4 Patienten ohne Antibiotika betrachtet. In dieser
Patientengruppe bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Proben bei Visit 1

und den spateren Proben (p = 0,83).
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Langsschnittstudie wurde das Mikrobiom bei HIV-Patienten sowohl
vor als auch nach Beginn der ART untersucht und in Zusammenhang mit klinischen
Einflussfaktoren gebracht. Die Auswertung zeigte, dass sich die Patienten im Hinblick
auf CD4-Zellzahl und Begleiterkrankungen stark unterschieden. Das Mikrobiom wurde
insbesondere durch die Therapie mit Antibiotika aufgrund von akuten Infektionen
beeinflusst. Je nach eingesetzter Substanz wurden charakteristische Veréanderungen von
Artenvielfalt, Diversitat und Zusammensetzung des Mikrobioms nachgewiesen. Dartiber
hinaus gab es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der eingenommenen ART
und der Haufigkeit der Familie Ruminococcaceae. Ein Zusammenhang zwischen der
CD4-Zellzahl, dem ART-Status oder der Zeitdauer nach ART-Beginn und
charakteristischen Veranderungen des Mikrobioms konnte nicht nachgewiesen werden.

5.2 Studiendesign

Die vorliegende Studie wurde als L&ngsschnittstudie Gber einen Zeitraum von neun
Monaten durchgefiihrt. Auf diese Weise konnte das Mikrobiom der Patienten vor und
nach Beginn der ART im Verlauf untersucht werden. Es ist bekannt, dass sich das
Mikrobiom zwischen verschiedenen Individuen deutlich unterscheidet, wohingegen das
Mikrobiom eines Individuums oft Gber l&ngere Zeit konstant ist (Ley et al. 2006). Damit
bot die Lé&ngsschnittstudie eine bessere Vergleichbarkeit des Mikrobioms zu

verschiedenen Zeitpunkten.

Im Verlauf traten bei der Mehrzahl der Patienten Infektionen auf, die eine Behandlung
mit Antibiotika notwendig machten. Dieser Faktor, der das Mikrobiom stark beeinflusste,
lieR sich in der Langsschnittstudie nicht ausschalten. Die meisten bisherigen Studien
verglichen das Darmmikrobiom bei HIV-Patienten in Querschnittstudien mit dem
Mikrobiom HIV-negativer Kontrollen (vgl. Tabelle 2: Ubersicht iiber bisherige Studien

zur Darmmikrobiota bei HIV auf Seite 16). Zwar besteht bei Querschnittstudien der
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Vorteil, dass oftmals eine héhere Fallzahl erreicht wird, da die einmalige Abgabe einer
Stuhlprobe weniger Compliance erfordert. Des Weiteren stehen fir die Gruppe unter
ART deutlich mehr Patienten zur Verfigung, wenn diese nicht als therapienaive Patienten
rekrutiert werden. Beim Vergleich zweier Gruppen von Menschen mit und ohne HIV
werden allerdings zahlreiche Einflussfaktoren nicht berticksichtigt. Dazu gehdren neben
den bereits erwahnten interindividuellen Unterschieden des Mikrobioms auch die
sexuelle Praferenz, welche das Mikrobiom beeinflusst (Noguera-Julian et al. 2016). Auch
die Dauer der ART variierte in den bisherigen Studien. Diese Variable konnte in der
vorliegenden Studie besser berlicksichtigt werden, da die Therapiedauer durch den
Studienablauf genau definiert war. Aufgrund dieser Vorteile sollten Folgestudien trotz
der mdglichen Beeintrachtigung duch Antibiotika bevorzugt als Langsschnittstudien

geplant werden.

5.3 Fallzahl

Im Studienprotokoll wurde eine kleine Fallzahl von maximal 20 Patienten festgelegt, um
in einer Pilotstudie erste Hinweise auf mdgliche Veranderungen des Mikrobioms bei
HIV-Patienten wéhrend des ART-Beginns zu gewinnen. Da ein Grofteil der Patienten
des IZAR bereits eine ART erhielt, wére es nicht méglich gewesen, im Prufzentrum allein
mehr therapienaive Patienten zu rekrutieren. Trotz der geringen Zahl an geeigneten
Patienten konnten insgesamt 15 Studienteilnehmer eingeschlossen werden. Bei
Betrachtung &hnlicher Studien wurden diese ebenfalls mit kleinen Fallzahlen (vgl.
Tabelle 2, S. 16) durchgefiihrt. In der Studie von Ellis et al. wurde das Mikrobiom bei 4
von insgesamt 12 Patienten longitudinal untersucht (Ellis et al. 2011). Eine weitere
Langsschnittstudie wurde mit 13 Patienten durchgefuhrt (Pérez-Santiago et al. 2013). Am
groRten war die Fallzahl in der Studie von Nowak et al., welche 19 von 31 Patienten
zusétzlich in einer Langsschnittstudie beobachtete (Nowak et al. 2015).

Bei geringen Fallzahlen fallen einzelne Proben stérker ins Gewicht. Da bei der
Untersuchung des Mikrobioms von HIV-Patienten immer Storfaktoren wie Infektionen,
Antibiotika oder Diarrh0 auftreten, sollte in Folgestudien eine groRRere Fallzahl angestrebt
werden. Auf diese Weise konnte auch das Fehlen einzelner Proben besser ausgeglichen

werden. Allerdings wird es kaum maoglich sein, eine ausreichende Zahl therapienaiver
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5.4 Ein- und Ausschlusskriterien

Patienten kurz vor ART-Beginn in einem einzelnen Studienzentrum zu rekrutieren. Die
Fallzahl kann jedoch durch die Rekrutierung von Patienten parallel in verschiedenen
Kliniken erhdht werden. Die Querschnittstudie von Noguera-Julian et al. wurde mit zwei
Kohorten in verschiedenen Stadten durchgefuhrt und konnte so insgesamt 206 Patienten
mit HIV einschlieBen (Noguera-Julian et al. 2016). Eine &hnliche Studienplanung ist auch
flir eine L&ngsschnittstudie denkbar.

5.4 Ein- und Ausschlusskriterien

Die erforderlichen Kriterien fur den Einschluss in die Studie waren ein Alter iber 18
Jahren, eine nachgewiesene HIV-Infektion, die Aufklarung durch einen Priifarzt und die
schriftliche Einverstandniserklarung des Patienten. Hauptausschlusskriterium war eine
bereits eingeleitete ART. In der vorliegenden Studie hatte die gezieltere Auswahl von
Patienten durch das Festlegen zusatzlicher Ein- und Ausschlusskriterien zu einer
geringeren Zahl an Studienteilnehmern gefiihrt und damit die Aussagekraft der
Ergebnisse gesenkt. Dennoch sollte bei Folgestudien in Betracht gezogen werden, weitere
Kriterien fir den Studieneinschluss zu definieren. Durch das Festlegen einer niedrigen
CD4-Zellzahl als Einschlusskriterium ware die Rekonstitution des Immunsystems der
einzelnen Patienten besser vergleichbar. In der Folge konnte der Zusammenhang
zwischen dem Mikrobiom und der Wiederherstellung des Immunsystems genauer
beurteilt werden. Auch sollte erwogen werden, bestimmte Erkrankungen als
Ausschlusskriterien zu definieren. Wie bereits in Kapitel 1.7.4 Dysbiose bei chronischen
Erkrankungen (S. 11) dargelegt, sind unter anderem chronisch-entziindliche
Darmerkrankungen, Leberzirrhose und Adipositas mit einer charakteristischen
Mikrobiota assoziiert. Diese Begleiterkrankungen kénnten das Mikrobiom ebenso stark
beeinflussen wie die HIV-Infektion. In den Studien von Pérez-Santiago et al. und Nowak
et al. wurden keine Patienten mit vorangegangener Antibiotikatherapie eingeschlossen
(Pérez-Santiago et al. 2013; Nowak et al. 2015). Da aber nahezu alle Patienten im Verlauf
der vorliegenden Studie von einer akuten Infektion betroffen waren, ware es nicht
mdoglich gewesen, eine Antibiotikatherapie als Ausschlusskriterium zu definieren.
Deshalb sollte in Zukunft versucht werden, diesem Storfaktor mit einer méglichst hohen

Fallzahl entgegenzuwirken.
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5.5 Studienablauf

Nach Einschluss in die Studie gaben die Patienten die erste Stuhlprobe kurz vor Beginn
der ART ab. Die weiteren Proben folgten nach 3, 6 und 9 Monaten. Die Intervalle fir die
Probenabgabe wurden so gewéhlt, dass die Proben zu den reguléren
Untersuchungsterminen im Studienzentrum abgegeben wurden. Dadurch war der
Aufwand fir die Patienten so gering wie mdoglich. In bisherigen Studien war das
Mikrobiom vor und nach ART-Beginn uber einen ahnlichen Zeitraum untersucht worden.
Bei Ellis et al. wurden im Abstand von 9 Monaten Biopsie- und Stuhlproben enthnommen
(Ellis et al. 2011). Bei Nowak et al. war der Untersuchungszeitraum je nach Patient
unterschiedlich und lag im Median bei 10 Monaten (Nowak et al. 2015). In der Studie
von Pérez-Santiago et al. erfolgte die Probennahme ungefahr alle 4 Wochen (ber einen

Zeitraum von 48 Wochen (Pérez-Santiago et al. 2013).

Insbesondere zu Beginn der ART konnten kiirzere Intervalle zusatzliche Informationen
liefern, da das Absinken der Viruslast und die Rekonstitution des Immunsystems zu
Beginn der Therapie am schnellsten verlaufen (Kaufmann et al. 2000; Le Moing et al.
2002) (vgl. 1.6.3 Wirkung der ART auf Viruslast und Immunsystem, S. 8). In
Folgestudien sollte versucht werden, den Studienablauf um eine zuséatzliche Probe 4
Wochen nach Therapiebeginn zu erganzen. Ob darlber hinaus eine Probennahme nach
einer Woche gewinnbringend wére, kann nicht ohne weiteres beurteilt werden. Sollte die
Abgabe einer Probe nach einer Woche mdglich sein, ware es denkbar, das Mikrobiom zu

diesem Zeitpunkt zumindest bei einem Teil der Patienten zu untersuchen.

5.6 Datenerhebung

Da die Stuhlproben zu den reguldren Untersuchungsterminen abgegeben wurden, standen
zu jeder Probe umfassende Kklinische Informationen zur Verfigung. Dadurch war es
maoglich, die Studienpopulation detailliert zu beschreiben und die Ergebnisse der
Mikrobiomanalyse im klinischen Zusammenhang zu betrachten. Wie in der vorliegenden
Studie waren Viruslast und CD4-Zellzahl auch in den bisherigen Studien erfasst worden.
In der vorliegenden Studie wurden auflerdem das ART-Regime, Infektionen,

Antibiotikatherapie und das Auftreten von Diarrhéen bericksichtigt. Um noch
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umfassendere Informationen zu den einzelnen Proben zu erhalten, ware die Erfassung der
sexuellen Préferenz, Ernahrungsgewohnheiten und Einnahme von
Nahrungserganzungsmitteln mit Hilfe eines Fragebogens notwendig. Eine Studie, die den
Zusammenhang zwischen der Erndhrung und der Zusammensetzung des Mikrobioms
untersuchte, fand eine starke Verknlpung zwischen den langfristigen
Ernahrungsgewohnheiten und der Zuorndung zu den drei Enterotypen (Wu et al. 2011).
Bei proteinreicher Erndhrung mit einem hohen Anteil tierischer Fette dominierten
Bacteroides die Darmmikrobiota (Wu et al. 2011). Bei Probanden, die sich
kohlenhydratreich ernahrten, darunter auch Vegetarier, war Prevotella vorherrschend
(Wu et al. 2011). Ein zuséatzlicher Fragebogen héatte zwar den Nachteil des héheren
Aufwands fir die Patienten und eines starkeren Eingriffs in deren Privatsphare. Aufgrund
der Relevanz der Informatienen fir die Ergebnisse der Studie sollte ein Fragebogen in
weiterfihrenden Studien jedoch Anwendung finden. Insgesamt erscheint die Erfassung
weiterer Metainformationen insbesondere bei einer groReren Fallzahl sinnvoll, da die

genauere Einteilung der Proben wiederum zu kleineren Untergruppen fihrt.

5.7 Untersuchungsmaterial

Die Stuhlproben wurden von den Patienten selbst entnommen und im Studienzentrum
abgegeben. Von dort an wurden die Proben kiihl gelagert und innerhalb weniger Stunden
bei -80 °C eingefroren. War es einem Patienten nicht mdglich, die Probe zum
vereinbarten Termin mitzubringen, so schickte er die Probe in einem vorfrankierten
Umschlag per Post an das Studienzentrum. Die Isolierung der bakteriellen DNA und die
Sequenzierung erfolgten bei allen Proben zeitgleich. Nach Isolierung der DNA war deren
Konzentration in 2 Proben zu gering fur die weitere Analyse. Um die Qualitat der
Stuhlproben zu verbessern, sollte in Folgestudien bereits vor dem Einfrieren eine DNA-
Stabilisierungslosung zur Probe hinzugegeben werden. Auch ist es vorzuziehen, die
Proben aufgrund der verléangerten Zeit ohne Kihlung nicht per Post an das
Studienzentrum zu schicken. Dies war in der vorliegenden Studie jedoch in Einzelféllen

notwendig und wurde in der weiteren Auswertung nicht berlcksichtigt.

Grundsatzlich kann das Mikrobiom aus Stuhlproben bzw. Stuhlabstrichen oder aus

Biopsien der Mukosa untersucht werden. Da die Biopsie im Rahmen einer Koloskopie
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ein invasiver Eingriff ist, der nicht nur einen héheren Aufwand, sondern auch ein Risiko
fur den Patienten bedeutet, wurden in der vorliegenden Studie ausschlieBlich Stuhlproben
als Untersuchungsmaterial verwendet. Wie aus Tabelle 2 (S. 16) hervorgeht, wurde auch
in bisherigen Studien das Mikrobiom Uberwiegend anhand von Stuhlproben analysiert.
Von 17 Studien wurden 10 Studien allein mit Stuhlproben und 2 Studien mit
Stuhlabstrichen durchgefuhrt. In jeweils 2 Studien wurden Biopsien bzw. Biopsien und
Stuhlproben untersucht. Eine weitere Studie analysierte das Mikrobiom aus Abstrichen
und Cytobrushmaterial des oberen Gastrointestinaltrakts. Es ist bekannt, dass das
Mikrobiom aus Stuhlproben und das Mukosa-assoziierte Mikrobiom aus Biopsien
Unterschiede aufweisen (Zoetendal et al. 2002). Auch in den beiden Studien, die sowohl
Biopsie- als auch Stuhlproben von HIV-positiven Patienten untersuchten, waren einzelne
Ergebnisse von der Art der Probe abhangig. So wurde beispielsweise ein Zusammenhang
zwischen Immunaktivierung und der Abundanz von Prevotella nur in Biopsien
nachgewiesen (Dillon et al. 2014). In der Studie von Mutlu et al. war die Minderung der
Diversitédt in den Biopsien deutlicher ausgeprégt als in den Stuhlproben. Trotz dieser
Ergebnisse werden Stuhlproben auch bei zukinftigen Studien eine bedeutende Rolle
spielen. Dies gilt insbesondere fir Studien mit groBen Fallzahlen und
Langsschnittstudien, da der geringere Aufwand und das fehlende Risiko fir die Patienten

hier entscheidende Vorteile darstellen.

5.8 Einfluss der ART auf das Mikrobiom

5.8.1 Abhéangigkeit der a-Diversitat von CD4-Zellzahl und ART

Die Varianzanalyse ergab keinen signifikanten Unterschied der Artenvielfalt oder der a-
Diversitdt zwischen den Gruppen mit unterschiedlicher CDA4-Zellzahl oder
unterschiedlichem ART-Status bzw. unterschiedlicher ART-Dauer. Dies gilt sowohl fur
die Analyse der gesamten Studienpopulation als auch fur die Auswertung der Gruppe von
Patienten ohne Antibiotikatherapie bzw. mit Cotrimoxazol. Auch in den Studien von
Mutlu et al., Vasquez-Castellanos et al. und Dubourg et al. war die Diversitat nicht von
der CD4-Zellzahl im peripheren Blut abhéngig. Im Widerspruch dazu stehen die
Ergebnisse von Monaco et al., welche eine erniedrigte Artenvielfalt und Diversitat bei

Patienten mit einer CD4-Zellzahl < 200/ul fanden. In der Studie von Nowak et al.
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korrelierte vor ART-Beginn die CD4-Zellzahl positiv mit Artenvielfalt und Diversitat
(Nowak et al. 2015). Dieses Ergebnis konnte die vorliegende Studie nicht bestatigen. Wie
in der Studie von Dubourg et al. bestand kein Unterschied der Diversitat zwischen Proben
unter ART und ohne ART. Im Gegensatz dazu war die Diversitat unter ART in der Studie
von McHardy et al. groRer, bei Nowak et al. kleiner als bei Patienten ohne ART.

Verschiedene Faktoren konnen zur Widersprichlichkeit dieser Ergebnisse beigetragen
haben. Dazu gehdren das verwendete Untersuchungsmaterial und Unterschiede zwischen
den Studienpopulationen beziiglich Begleiterkrankungen, Dauer der Infektion und Dauer
der ART. Auch muss bedacht werden, dass es fir Artenzahl und Diversitat keine
Normwerte gibt und die Werte der Patienten vor HIV-Infektion unbekannt sind. Es bleibt
daher unklar, ob und in welchem AusmaR sich die Diversitat des Mikrobioms durch die

HIV-Infektion tatsachlich verandert hatte.

In der vorliegenden Studie bestand weiterhin die Schwierigkeit, dass sich der
Immunstatus der Patienten wahrend der gesamten Studie erheblich unterschied. Da in den
Leitlinien mittlerweile ein friiherer Beginn der ART empfohlen wird (Deutsche AIDS-
Gesellschaft (DAIG) 2015), ist die Zahl der Patienten mit einer niedrigen CD4-Zellzahl
zu Therapiebeginn gesunken. Zum Zeitpunkt O lag die CD4-Zellzahl in der vorliegenden
Studie nur bei 5 Patienten < 200/pl. Bei weiteren 5 Patienten war sie im mittleren Bereich,
3 Patienten hatten eine hohe CD4-Zellzahl > 500/ul. Somit war die Rekonstitution des

Immunsystems der Patienten nur schwer zu vergleichen.

In der Studie von Noguera-Julian et al. war die Artenzahl groRer, wenn die CD4-Zellzahl
unter ART auf >500/ul anstieg als bei Patienten mit schlechtem immunologischem
Ansprechen < 200/ul. Mdéglicherweise zeigte sich in der vorliegenden Studie bei der
Analyse von Artenzahl und Diversitat kein signifikanter Unterschied, da sich die Proben
bei Gruppierung nach ART-Dauer hinsichtlich der CD4-Zellzahl stark unterschieden. Bei
Einteilung entsprechend der CD4-Zellzahl enthielten die Stichproben sowohl Proben von
therapienaiven Patienten als auch von Patienten unter ART. Aus diesem Grund wird es
in Folgestudies notwendig sein, eine groRere Anzahl von Patienten mit niedriger CD4-
Zellzahl einzuschlieBen bzw. eine niedrige CDA4-Zellzahl als Einschlusskriterium

festzulegen.
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5.8.2 Zusammenhang der B-Diversitat mit CD4-Zellzahl und ART

In der vorliegenden Studie unterschied sich die B-Diversitat nicht zwischen den Gruppen
mit unterschiedlicher CD4-Zellzahl. Zu diesem Ergebnis kam auch die Studie von
McHardy et al., welche jedoch einen Unterschied zwischen Patienten mit und ohne ART
feststellte. Zwischen ART+ und ART- Proben der gleichen Patienten konnte die
vorliegende Studie keinen Unterschied nachweisen. Eine mdgliche Erklarung ist, dass das
Mikrobiom einzelner Personen (iber langere Zeit stabil bleibt. In der Studie von Ley et al.
waren trotz der Intervention durch Didat die Proben der gleichen Person am dhnlichsten
(Ley et al. 2006). Auch bei Patienten mit HIV wurde das Mikrobiom durch Faktoren wie
die ART oder CD4-Zellzahl wohl nicht so stark beeinflusst, dass die interindividuellen
Unterschiede aufgehoben wurden. Die signifikante Trennung von ART+ und ART-
Patienten in der Studie von Dubourg et al. kann damit erklart werden, dass in einer
Querschnittstudie jede Probe von einem anderen Patienten stammt. Dadurch ist eine
Gruppierung von Proben mit gleichem ART-Status wahrscheinlicher. In der teilweise
longitudinal durchgefiihrten Querschnittstudie von Nowak et al. waren sich Proben
verschiedener Patienten unter ART ahnlicher als noch vor ART-Beginn (Nowak et al.
2015). Auch in der vorliegenden Studie waren sich Proben von Patienten ohne
Antibiotikatherapie und nach Cotrimoxazol nach 6 bis 9 Monaten ahnlicher als vor ART-
Beginn. Diese Ergebnisse legen nahe, dass sich das Mikrobiom trotz der
weiterbestehenden interindividuellen Unterschiede unter ART verdndert und mehr
Gemeinsamkeiten aufweist als vor Therapiebeginn.

5.8.3 Einfluss der ART auf die Haufigkeit einzelner Taxa

Wéhrend sich die Haufigkeiten einzelner Taxa nicht grundsatzlich zwischen Proben mit
und ohne ART unterschieden, war der Unterschied zwischen den Gruppen mit
verschiedenen NRTI signifikant. Nach Einnahme von TDF/FTC war die Familie
Ruminococcaceae seltener als nach Einnahme von ABC/3TC und seltener als vor ART.
Eine mogliche Ursache hierfur sind die unter TDF/FTC sehr hdufig auftretenden
gastrointestinalen Nebenwirkungen einschlielich Diarrhd. Die H&ufigkeit liegt laut
Fachinformation bei > 10 % (Gilead Sciences Ireland UC 2018). Unter ABC/3TC betragt
die Haufigkeit gastrointestinaler Nebenwirkungen 1 - 10 % (ViiV Healthcare BV 2018).
Eine Studie zeigte, dass Ruminococcaceae bei gesunden Probanden ohne Diarrh6
haufiger sind als bei Patienten mit nicht-Clostridium-difficile-assoziierter Diarrho
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(Schubert et al. 2014). Zwar wurde das Auftreten von gastrointestinalen Nebenwirkungen
der ART in der vorliegenden Studie nicht explizit erfasst, es ist jedoch méglich, dass die
verschiedenen NRTI auf diesem Weg die Haufigkeit der Ruminococcaceae signifikant

beeinflussten.

In der Studie von Nowak et al. waren die H&aufigkeit einzelner Gattungen unter NNRTI
und PI1 verglichen worden. Diese beiden Gruppen unterschieden sich ebenso wie in der
vorliegenden Studie nicht signifikant (Nowak et al. 2015). In weiteren Studien wurde
zwar der Einfluss der ART, nicht aber bestimmter Substanzen untersucht. Dabei wurde
der Effekt der ART unterschiedlich beurteilt. Bei McHardy et al. zeigte das Mikrobiom
unter ART die gleichen Veranderungen wie bei unbehandelten Patienten, allerdings
waren diese weniger deutlich ausgeprégt. In zwei weiteren Studien zeigte die
Zusammensetzung der Mikrobiota je nach Patient Ahnlichkeit mit unbehandelten HIV-
Patienten oder HIV-negativen Kontrollen (Lozupone et al. 2013; Vujkovic-Cvijin et al.
2013). Dies war unabhéngig von der Dauer der ART. In der Studie von Lozupone et al.
waren Ruminococcaceae bei HIV+ im Vergleich zu HIV- haufiger, bei Dillon et al. und
Dubourg et al. war diese Familie seltener (Dillon et al. 2014; Dubourg et al. 2016). Es ist
somit nicht auszuschliel3en, dass antiretrovirale Medikamente die Darmmikrobiota auf
unterschiedliche Weise beeinflussen und so zu den verschiedenen Ergebnissen bisheriger

Studien beigetragen haben.

5.9 Effekt der Antibiotikatherapie

5.9.1 Artenvielfalt und a-Diversitat

Die Artenvielfalt und die a-Diversitat wurden durch die Gabe von Antibiotika beeinflusst.
Dabei waren die Art und das AusmaR der Veranderung von der eingesetzten Substanz
abhéngig. In Proben nach Cotrimoxazol zeigte sich kein Unterschied zu Proben ohne
vorherige Antibiotikagabe. Zu einem &hnlichen Ergebnis kam auch eine Studie, die die
anale Mikrobiota bei HIV-positiven und HIV-negativen Menschen untersuchte (Yu et al.
2014). Hier war die Diversitat nach Cotrimoxazol zwar etwas niedriger, der Unterschied
war jedoch nicht signifikant. Ein moglicher Grund fur die geringe Auswirkung von

Cotrimoxazol auf die Diversitat der Darmmikrobiota wére, dass Cotimoxazol haufig zur
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Prophylaxe einer PCP und damit in geringer Dosierung eingenommen wird. In der
vorliegenden Studie konnte jedoch kein Unterschied zwischen den 8 Proben nach
prophylaktischer (oraler) und den beiden Proben nach therapeutischer (intravendser)

Gabe von Cotrimoxazol festgestellt werden.

Deutlich erniedrigt waren Artenvielfalt und Diversitdt nach Ceftriaxon und nach
dreifacher antibiotischer Therapie mit Ceftriaxon, Azithromycin und Metronidazol.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit friiheren Studien, die bei Therapie mit
Fluorchinolonen, pB-Lactam-Antibiotika und Kombinationen mit Clindamycin,
Clarithromycin und Metronidazol eine verminderte Artenvielfalt und Diversitat fanden.
In den Studien von Dethlefsen et al. erhielten Patienten uUber 5 Tage Ciprofloxacin
(Dethlefsen et al. 2008; Dethlefsen & Relman 2011). Bei Jakobsson et al. wurde eine
Therapie mit Clarithromycin und Metronidazol zur Eradikation von Helicobacter pylori
durchgefuhrt (Jakobsson et al. 2010). In weiteren Studien kam eine Vielzahl
verschiedener Mono- und Kombinationstherapien zum Einsatz, wodurch innerhalb einer
Studie nur wenige oder einzelne Patienten die gleiche Therapie erhielten (Panda et al.
2014; Perez-Cobas et al. 2013).

Die Analyse von Stuhlproben nach Penicillin-Monotherapie in der vorliegenden Studie
zeigte Verénderungen des Mikrobioms, die sich deutlich von den soeben vorgestellten
Ergebnissen abheben. Bei diesen 4 Patienten wurde nach der Gabe eines
Benzylpenicillins die Tendenz zu einer grofReren Artenvielfalt und a-Diversitét
beobachtet. Der Unterschied bestand nicht nur im Vergleich zu den beiden Patienten mit
Ceftriaxon und dreifacher Antibiotikatherapie, sondern auch im Vergleich zu Proben
nach Cotrimoxazol und ohne Antibiotikum. Die Penicillin-Monotherapie unterscheidet
sich von den anderen Antibiotika-Regimes der vorliegenden sowie friiherer Studien durch
das abgedeckte Keimspektrum. Benzylpenicilline wirken vor allem im grampositiven
Bereich (Karow & Lang-Roth 2016) und unterscheiden sich dadurch von anderen R-
Lactamen wie Ceftriaxon. Dieses gehort zur Gruppe 3 der Cephalosporine und besitzt bei
einem breiten Spektrum auch eine sehr gute Wirkung gegen gramnegative Bakterien
(Karow & Lang-Roth 2016). Auch die in den Studien von Perez-Cobas et al. und Panda
et al. eingesetzten Aminopenicilline haben ein verbreitertes Spektrum im gramnegativen
Bereich (Karow & Lang-Roth 2016). Alle Antibiotikatherapien, nach deren Anwendung
eine verminderte Diversitat beobachtet wurde, darunter auch Fluorchinolone (Dethlefsen

et al. 2008; Dethlefsen & Relman 2011; Panda et al. 2014) und Kombinationen mit
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Metronidazol (Jakobsson et al. 2010) und Clindamycin (Perez-Cobas et al. 2013), haben
ein grolReres Wirkspektrum als Benzylpenicilline (Karow & Lang-Roth 2016). Es liegt
nahe, dass Artenzahl und Diversitat nach Penicillingabe nicht abnahmen, da das
Antibiotikum auf den tberwiegenden Teil der Darmmikrobiota nur schwach wirkte.
Dadurch kénnten Benzylpenicilline zudem die Entwicklung von Resistenzen fordern. Im
Laufe der Studie wurde bei keinem der Patienten ein Absinken der Diversitét beobachtet.
Folglich ist es mdglich, dass durch Penicillin entweder eine langfristige Erhéhung der

Diversitét verursacht wurde oder die Diversitét iber lange Zeit stabil blieb.

Da alle Patienten das Penicillin kurz vor Abgabe der ersten Stuhlprobe erhalten hatten,
lagen keine Vergleichswerte fur die Diversitdt vor Antibiotikagabe vor. Es kann somit
nicht abschlieBend beurteilt werden, inwiefern sich die Werte der einzelnen Patienten
durch Penicillin veranderten. Weiterhin muss bei der Beurteilung der Diversitat bedacht
werden, dass diese auch durch die sexuelle Praferenz beeinflusst wird (Noguera-Julian et
al. 2016). Dieses Kriterium wurde in der vorliegenden Studie nicht erfasst. Dennoch
zeigen die Ergebnisse, dass der Effekt der Antibiotikatehrapie auf Artenvielfalt und a-

Diversitat maligeblich von den eigesetzten Substanzen abhangt.

5.9.2 Veranderung der B-Diversitat durch Antibiotika

Bei der Berechnung der RB-Diversitat durch MDS war die Trennung der Proben
verschiedener Patienten signifikant. Am wenigsten Ahnlichkeit zeigten die Proben des
Patienten mit dreifacher Antibiotikatherapie. Es ist bereits aus einer friheren Studie
bekannt, dass sich das Mikrobiom verschiedener Personen stérker unterscheidet, als
Proben der gleichen Person zu verschiedenen Zeitpunkten (Ley et al. 2006). In der Studie
von Ley et al. war das Mikrobiom adipdser Personen wéhrend verschiedener Diéten ber
ein Jahr untersucht worden. Die Stabilitdt des Mikrobioms wurde in der vorliegenden
Studie nur im Fall der dreifachen Antibiotikatherapie erheblich gestort. Die Proben nach
Cotrimoxazol zeigten im Vergleich zu den Proben ohne Antibiotikum keine Veranderung
der B-Diversitat. Nach Penicillin und Ceftriaxon war die 3-Diversitat zwar veréndert, es
wurde jedoch keine signifikante Trennung beobachtet. Diese Ergebnisse zeigen, dass
nicht alle Formen der Antibiotikatherapie das Gleichgewicht des Mikrobioms storen,
sondern dass die Auswirkung auf das Mikrobiom von der eingesetzten Substanz und der

Intensitat der Therapie abhangt.
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5.9.3 Zusammensetzung des Mikrobioms nach Antibiotikagabe

Durch die Antibiotika Ceftriaxon, Azithromycin und Metronidazol war die
Zusammensetzung des Mikrobioms 11 Tage nach Beginn der Therapie grundlegend
veréndert. Der Anteil der Gattungen Bacteroides und Enterococcus war von < 1 % auf
66 % angestiegen. Gleichzeitig verschwanden jene Gattungen, die zuvor das Mikrobiom
gebildet hatten, darunter auch Bifidobacterium. Eine Verminderung von Bifidobacterium
bei gleichzeitigem Anstieg von Enterococcus war auch in der Studie von Jakobsson et al.
8-13 Tage nach Antibiotikaeinnahme und in einer friheren Studie mit Kultur-basierten
Methoden (Adamsson et al. 1999) beobachtet worden. Bei Jakobsson et al. hatten
Patienten mit Clarithromycin und Metronidazol eine ahnliche Therapie wie Patient 07
erhalten. Nach einem Jahr wurde Enterococcus nicht mehr nachgewiesen. Auch bei
Patient 07 der vorliegenden Studie war die Zunahme von Enterococcus nur
vorubergehend. Drei Monate nach Antibiotikatherapie war der Anteil auf 0,04 %
zurlickgegangen. Dass der Anteil von Enterococcus auch bei zusatzlicher Gabe von
Ceftriaxon anstieg, lasst sich durch die natlrliche Resistenz von Enterokokken gegen
Cephalosporine erklaren (Karow & Lang-Roth 2016). Das breite Spektrum der
Antibiotikatherapie, welche durch Metronidazol auch die im Darm vorherrschenden
Anaerobier abdeckte, 16ste einen Selektionsdruck aus, unter dem sich Enterococcus
vermehren konnte. Obwohl Enterokokken in der Regel harmlos sind und sogar als
Probiotika eingesetzt werden, flihren multiresistente Stimme von Enterococcus faecium
immer h&ufiger zu lebensbedrohlichen Infektionen in Krankenhdusern (Kayser et al.
2014). Vor diesem Hintergrund muss eine Selektion von Enterococcus durch Antibiotika

kritisch betrachtet werden.

Neben Enterococcus war auch der Anteil der Gattung Bacteroides deutlich angestiegen.
Dies konnte auch im Fall des Patienten mit Ceftriaxon-Monotherapie und in weiteren
Studien bei unterschiedlichen Antibiotika beobachtet werden (Perez-Cobas et al. 2013;
Panda et al. 2014). Bacteroides konnen p-Lactamasen bilden und damit Cephalosporine
und Penicilline abbauen (Suerbaum et al. 2016). Gegen zahlreiche weitere Antibiotika,
darunter auch Metronidazol, sind Resistenzmechanismen beschrieben (Suerbaum et al.
2016). In der Folge kann sich diese Gattung bei Selektionsdruck durch Antibiotika
gegenuber anderen Gattungen vermehren. Die Gruppe von Jernberg et al. fand zwei Jahre

nach Clindamycin-Therapie eine Verminderung der klonalen Diversitit von Bacteroides
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und eine persistierende Erhéhung von Resistenzgenen. In der vorliegenden Studie war

Bacteroides nach 6-9 Monaten noch deutlich haufiger als vor Antibiotikagabe.

Die Gattung Bifidobacterium hatte auch 6 Monate nach Antibiotikatherapie keinen Anteil
an der Darmmikrobiota. Bifidobacterium trégt durch die Produktion von Acetat dazu bei,
dass Bakterien wie Faecalibacterium prausnitzii vermehrt Butyrat produzieren (Rios-
Covian et al. 2015). Dieser Mechanismus wird als Kreuzfitterung bezeichnet. Butyrat
wiederum beeinflusst die Integritat der Darmbarriere (Peng et al. 2007) und hat
immunmodulatorische und anti-inflammatorische Eigenschaften (Riviere et al. 2016).
Der Verlust von Bifidobacterium tragt somit indirekt zur Translokation mikrobieller
Produkte in den Kreislauf und zur systemischen Entziindung bei (Dillon et al. 2017) und

muss als unerwiinschte Folge der Antibiotikatherapie gewertet werden.

5.9.4 Haufigkeit einzelner Gattungen

Beim Vergleich von Proben direkt nach Penicillintherapie mit Proben der gleichen
Patienten zu einem spateren Zeitpunkt war die Haufigkeit der Prevotellaceae nach 6-9
Monaten bei 3 von 4 Patienten deutlich angestiegen. Bei einem Patienten wurde die
Familie nach dem gleichen Zeitraum nicht mehr nachgewiesen. In einer aktuellen Studie
(Nowak et al. 2017) war der Anteil von Prevotella in der ART-positiven Kohorte
niedriger als bei unbehandelten Patienten mit HIV. Dies wurde auf die Ursache
zurlickgefuhrt, dass mehrere der unbehandelten Patienten von einer rektalen Gonorrhoe
betroffen waren. In dieser Gruppe war der Anteil von Prevotella besonders hoch. Auch
wenn die zeitlichen Abstdnde zwischen Infektion, moglicher Therapie und Abgabe der
Stuhlprobe nicht bekannt sind, ist ein Zusammenhang mit einer Antibiotikatherapie
denkbar.

In einer Vielzahl von Studien wurden bei HIV-Patienten im Vergleich zu gesunden
Kontrollen Verdnderungen in der Haufigkeit bestimmter Familien und Gattungen
beschrieben. Die Gruppe von Dubourg et al. fand zudem bei HIV-Patienten eine
Abnahme des Anteils obligat anaerober Bakterien wie Bifidobacterium und eine

Zunahme aerotoleranter Bakterien wie Enterococcus.

Insbesondere die Zunahme von Prevotella bei gleichzeitig verminderten Bacteroides
wurde in mehreren Studien nachgewiesen (Lozupone et al. 2013; Dillon et al. 2014; Mutlu
et al. 2014; Vazquez-Castellanos et al. 2015; Ling et al. 2016). Jedoch hatte die einzige
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5 Diskussion

Studie mit MSM als HIV-negative Kontrollen kein vermehrtes Vorkommen von
Prevotella bei HIV-Patienten gezeigt (Vujkovic-Cvijin et al. 2013). In einer weiteren
Studie war der Anteil von Prevotella vor ART-Beginn nicht groRer als bei HIV-negativen
Kontrollen und nahm unter ART weiter ab (Nowak et al. 2015).

Die gleichen Gattungen, die in bisherigen Studien bei HIV-Infektion veradndert waren,
wurden in der vorliegenden Studie stark durch Antibiotika beeinflusst. Insbesondere die
Héufigkeit der Gattungen Prevotella, Bifidobacterium und Bacteroides war 6-9 Monate
nach Antibiotikatherapie noch deutlich verandert. Auch Artenzahl und a-Diversitat waren
zu diesem Zeitpunkt nicht wiederhergestellt. Eine kirzlich erfolgte Antibiotikatherapie
stellte zwar in den bisherigen Studien ein Ausschlusskriterium dar, jedoch nur wenn diese
innerhalb der letzten 3 Monate erfolgt war (Dillon et al. 2014; Vazquez-Castellanos et al.
2015; Dubourg et al. 2016). In der Studie von Ling et al. wurden Patienten mit einer

Antibiotikatherapie innerhalb eines Monats vor Studienbeginn ausgeschlossen.

Neben AIDS-assoziierten Erkrankungen sind bakterielle Infektionen bei Menschen mit
HIV der hdufigste Grund fir Krankenhausaufenthalte und ein wichtiger Faktor fiir die
Mortalitat (Ford et al. 2015). Vor dem Hintergrund, dass Patienten mit HIV im Vergleich
zu HIV-negativen Kontrollen ein hoheres Risiko fur bakteriellen Infektionen und fur eine
Exposition gegentber Antibiotika haben, sollten Unterschiede des Mikrobioms zwischen
HIV-positiven und HIV-negativen Menschen besonders kritisch bewertet werden. Es
lasst sich nur schwer ausschlieen, dass solche Unterschiede durch eine

Antibiotikatherapie mitverursacht wurden, selbst wenn diese schon langer zuriickliegt.

5.10 Ausblick

In Zukunft wird die Frage nach spezifischen Veranderungen des Darmmikrobioms bei
HIV-Patienten in grof? angelegten Studien weiter untersucht werden. Dabei wird vor
allem die Kontrolle von Einflussfaktoren wie sexuelle Praferenz, Erndhrung, chronische
Erkrankungen und Medikamente eine groRRe Herausforderung darstellen. Selbst wenn die
Dysbiose bei HIV nicht primédr durch die Infektion verursacht sein sollte, sondern
vielmehr gleichzeitig auftritt, stellt sich die Frage wie die Integritat der Mikrobiota
wiederhergestellt werden kann. Die Einnahme von Probiotika (Stiksrud et al. 2015;

Villar-Garcia et al. 2015; d'Ettorre et al. 2015), Prabiotika (Gori et al. 2011) und beidem
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in Kombination (Gonzalez-Hernandez et al. 2012) konnte bereits in Studien die
Inflammation unter ART verringern. Auch die Stuhltransplantation, die bereits an SIV-
infizierten Affen durchgefiihrt wurde (Hensley-McBain et al. 2016), wird man in diesem
Zusammenhang diskutieren. Sie wird jedoch aller Voraussicht nach Einzelféllen

vorbehalten bleiben.

Neben dem Darmmikrobiom stellt insbesondere das Mikrobiom der Haut ein bedeutendes
und bisher wenig erforschtes Interessensgebiet dar. Hautprobleme betreffen mehr als
90 % der Menschen mit HIV und treten im gesamten Verlauf der HIV-Infektion auf
(Suttorp et al. 2016). Neben opportunistischen Infektionen und Neoplasien haben auch
die seborrhoische Dermatitis und die Follikulitis eine hohere Prévalenz als in der HIV-
negativen Bevolkerung (Suttorp et al. 2016). Hier konnte die Untersuchung des

Hautmikrobioms Hinweise auf spezifische Veranderungen liefern.
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6 Zusammenfassung

Der Ubertritt mikrobieller Produkte aus dem Darm in den systemischen Kreislauf und die
dadurch bedingte Immunaktivierung werden bei HIV-Patienten als eine der Ursachen der
auch unter ART erhohten Morbiditdt angesehen. Mehrere Studien fanden bereits
Unterschiede des Darmmikrobioms zwischen HIV-positiven und HIV-negativen
Menschen. Das Ziel der vorliegenden Studie war daher, das Darmmikrobiom bei HIV-
Patienten im Zeitverlauf vor und nach ART-Beginn zu untersuchen und den

Zusammenhang mit klinischen Einflussfaktoren zu beurteilen.

Hierfur wurden Stuhlproben HIV-positiver, therapienaiver Patienten kurz vor Beginn der
ART sowie nach 3, 6 und 9 Monaten genommen. Gleichzeitig wurden die klinischen
Daten der Patienten erfasst. Das Mikrobiom wurde durch Sequenzierung der V3/V4-

Region des 16S-rRNA-Gens in einem MiSeg-System (Illumina) analysiert.

Es wurde beobachtet, dass das ART-Regime die Haufigkeit der Ruminococcaceae
beeinflusst. Den starksten Effekt auf das Mikrobiom hatten jedoch Antibiotika. Wé&hrend
die effektive Artenzahl (Shannon) nach dreifacher antibiotischer Therapie erheblich
abgesunken war, zeigte sich nach Penicillin die Tendenz zu einer gréReren a-Diversitat
als ohne Antibiotika. Auch die Haufigkeit einzelner Gattungen wurde langfristig

verandert.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass das Mikrobiom bei HIV-Patienten durch Antibiotika
langfristig beeinflusst wurde und der Effekt maligeblich von den eingesetzten Substanzen
abhing. Um zu beurteilen, welche weiteren Faktoren relevante Veranderungen des
Mikrobioms verursachen, werden weiterfihrende Studien mit grofReren Fallzahlen

bendtigt.
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7 Abstract

Background: Microbial Translocation and resulting immune activation are considered
major causes of inceased morbidity in HIV patients despite ART. Several studies
described differences between the gut microbiome of HIV-positive and HIV-negative

people.

Objective: The aim of our study was to evaluate the gut microbiome of HIV-positive
patients over a period of time before and after initiation of ART and to analyze correlation

with clinical parameters.

Methods: In this pilot study we collected stool samples from HIV-positive, treatment-
naive patients shortly before ART-initiation and 3, 6 and 9 months later. At the same time
we gathered clinical information for all patients. The microbiome was analyzed by
sequencing the V3/V4 region of 16S rRNA genes in a MiSeq system (lllumina).

Results: We found that the type of ART influenced the frequency of the family
Ruminococcaceae. However, the strongest effect on the microbiome was caused by
antibiotics. While the Shannon effective war reduced significantly after triple therapy,
samples after Penicillin showed a trend towards greater diversity than samples without

antibiotics. Another effect was the long-therm shift in the frequency of specific genera.

Conclusion: These results indicate a long-term effect of antibiotics on the human gut
microbiome which depended on the type of antibiotic substance. To evaluate other
parameters that cause relevant changes of the microbiota in HIV-positive patients, further

studies with more patients are necessary.
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Patienten-Etikett

Analyse des Hautmikrobioms und —viroms und des Darmmikrobioms bei HIV
positiven Patienten wahrend der Rekonstruktion des Immunsystems

Patienteninformation

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

wir mdchten Sie fragen, ob Sie bereit sind, an der nachfolgend beschriebenen Studie
teilzunehmen.

Die Studie wurde von der zustandigen Ethikkommission zustimmend bewertet und wird vom
Interdisziplindren HIV-Zentrum am Klinikum rechts des Isar (IZAR) veranlasst, organisiert
und durchgefihrt. Insgesamt werden 20 Personen daran teilnehmen.

Ihre Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Sie werden in die Studie also nur dann
einbezogen, wenn Sie dazu schriftlich Ihre Einwilligung erklaren. Sofern Sie nicht an dieser
Studie teilnehmen oder spéter aus ihr ausscheiden méchten, erwachsen Ihnen daraus keinerlei
Nachteile. Bei einer Teilnahme entstehen fiir Sie keine zusatzlichen Kosten.

1. Warum wird diese Studie durchgefthrt?

Das Mikrobiom bezeichnet die Gesamtheit aller den Menschen besiedelnden
Mikroorganismen. Damit werden in erster Linie die Darmbakterien (Darmflora) in
Verbindung gebracht, aber auch alle Mikroorganismen, die auf der Haut (Hautflora) leben.
Analog versteht man unter Virom alle den Menschen besiedelnden Viren.

Erst seit wenigen Jahren werden wissenschaftliche Projekte zur Untersuchung des
Mikrobioms durchgefiihrt und versucht, alle den Menschen besiedelnden Bakterien und Viren
genau zu identifizieren.

Die vorliegende Studie soll die Veranderung lhres Mikrobioms und -viroms der Haut sowie
das Darmmikrobiom im Laufe Ihrer medikamentdsen Behandlung gegen HIV untersuchen.
Davon erhoffen wir uns einen besseren Einblick in die Bedeutung des Mikrobioms und
Viroms bei HIV fur die Behandlung. Langfristig kann die Studie so helfen, vollig neue
Therapieansétze bei HIV zu entwickeln.

2. Wie ist der Ablauf der Studie und was muss ich bei Teilnahme beachten?
Haben Sie sich dazu entschlossen, an der Studie teilzunehmen, wird die Vorgeschichte lhrer
Krankheit erhoben um anhand der Ein- und Ausschlusskriterien zu Uberpriifen, ob wir Sie in
die Studie einschliefen kénnen.

Studienablauf

Zu Beginn der Studie werden bei Ihnen Hautabstriche durchgefiihrt und Sie werden gebeten,
eine Stuhlprobe abzugeben. AulRerdem wird Ihnen am Riicken eine 4 mm grofle Hautprobe in
lokaler Betdubung entnommen. Dazu wird nach Desinfektion des jeweiligen Hautareals ein
lokales Betdubungsmittel gespritzt und nach Einwirkzeit mit Hilfe einer 4mm im
Durchmesser groRen Stanze eine Hautprobe entnommen und die Wunde anschlieRend mit
einem Stich genéht.
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Nach Beginn der medikamentdsen Behandlung werden die beschriebenen Untersuchungen
(Hautabstrich, Stuhlprobe und Hautprobe) erneut in der 12. Behandlungswoche sowie in der
24. Behandlungswoche und anschlieBend erneut nach 12 Wochen in der 36.
Behandlungswoche durchgefihrt.

Zu beachten

Die Studiengesamtdauer betrégt insgesamt also 36 Wochen (ca. 9 Monate) und fiir den Erfolg
der Studie ist es von entscheidender Bedeutung, dass Sie zu allen festgelegten Terminen
zuverlassig erscheinen. Zusatzliche Medikamente (auch rezeptfreie) dirfen Sie — aulRer bei
Notfallen — nur nach Ricksprache mit Ihrem Prifarzt einnehmen.

3. Erhalte ich ein Studienmedikament?

Da es sich bei dieser Studie nicht um eine Therapiestudie handelt, wird auch KEIN
Medikament getestet. Sie erhalten zu keinem Zeitpunkt eine Testsubstanz
("Studienmedikament™). Es wird nur die Verénderung lhres Mikrobioms und Viroms unter
der HIV Behandlung mit Ihren verordneten Medikamenten untersucht.

4. Welchen personlichen Nutzen habe ich von der Teilnahme an der Studie?
Durch Ihre Teilnahme tragen Sie dazu bei, dass die Rolle des Mikrobioms und Viroms bei
HIV Infektionen erforscht werden kann. Langfristig kénnen so z.B. neue Therapieansétze
entstehen und neue Behandlungsmdglichkeiten entwickelt werden.

5. Welche Risiken und moglichen Komplikationen sind mit der Teilnahme
an der Studie verbunden?

In der Studie angewandte Untersuchungen und Therapien kénnen zu unerwiinschten
Wirkungen flhren, die aber nicht zwangslaufig bei jedem auftreten.

Stuhlproben und Hautabstriche
Sowohl bei Abgabe von Stuhlproben als auch bei der korrekten Durchfiihrung von
Hautabstrichen sind keinerlei unerwiinschte Wirkungen oder Risiken bekannt.

Hautbiopsien (PE)

Die Risiken der Entnahme einer Hautbiopsie mit Hilfe einer Stanze und in Lokalanasthesie
kdénnen sein: Schmerzen, Nachblutung, Wundheilungsstérungen, unbefriedigendes
kosmetisches Ergebnis, stérende Narbenbildung, Unvertréglichkeit des eingesetzten
Medikaments fir die Lokalanasthesie bis hin zu einer schweren allergischen Reaktion (sehr
selten).

Bitte teilen Sie Ihrem Priifarzt umgehend alle Beschwerden, Erkrankungen oder Verletzungen
mit, die zu irgendeinem Zeitpunkt im Verlauf der Studie bei Ihnen auftreten.

4. Erhalte ich eine Aufwandsentschadigung?

Fur die Teilnahme an dieser Studie erhalten Sie eine Aufwandsentschédigung von 20,00€ pro
Untersuchungstermin. An 4 Terminen, an denen Sie planmaRig auch auBerhalb der Studie zu
den Routineuntersuchungen zu uns kommen, werden die Studienuntersuchungen
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durchgefiihrt, so dass Sie insgesamt flr die 4 Termine 80,00€ erhalten. Dieses wird auf ein
von lhnen anzugebendes Konto nach Ablauf der Studie Uberwiesen.

5. Wer darf an dieser Studie nicht teilnehmen?

An der Studie durfen Sie nicht teilnehmen, wenn Sie gleichzeitig an anderen klinischen
Priifungen oder Forschungsprojekten teilnehmen oder vor kurzem teilgenommen haben oder
bereits eine HIV Therapie mit Medikamenten eingeleitet wurde.

8. Wer entscheidet, ob ich aus der Studie ausscheide?

Sie kdnnen jederzeit, auch ohne Angabe von Griinden, lhre Teilnahme beenden, ohne dass
Ihnen dadurch irgendwelche Nachteile bei Ihrer medizinischen Behandlung entstehen.
Falls Risiken flr Ihre Gesundheit bestehen, ist es die Pflicht jedes Studienarztes, die
Untersuchungen bei Ihnen abzubrechen. In beiden Fallen wird der Priifarzt mit Ihnen die
weitere Behandlung besprechen.

9. Was geschieht mit meinen Daten?

Waéhrend der klinischen Priifung werden medizinische Befunde und personliche
Informationen von lhnen erhoben und in der Prifstelle in Threr personlichen Akte
niedergeschrieben oder elektronisch gespeichert. Die flr die Studie wichtigen Daten werden
zusétzlich in pseudonymisierter Form gespeichert, ausgewertet und gegebenenfalls
weitergegeben. Pseudonymisiert bedeutet, dass keine Angaben von Namen oder Initialen
verwendet werden, sondern nur ein Nummern- und/oder Buchstabencode, evtl. mit Angabe
des Geburtsjahres. Die Daten sind gegen unbefugten Zugriff gesichert.

10. Was geschieht mit meinen Proben?

Samtliche Abstriche, Stuhlproben und Hautproben werden nach Ihrer schriftlichen
Einwilligung unter Beachtung der gesetzlichen Datenschutzbestimmungen im Studienzentrum
aufbewahrt und genutzt.

11. An wen wende ich mich bei weiteren Fragen?

Bitte z6gern Sie nicht, in Threm Aufklarungsgesprach alle Punkte anzusprechen, die lhnen
noch unklar sind. Auch bei spater auftretenden Fragen oder wenn Sie Nebenwirkungen
beobachten oder eine medizinische Behandlung benétigen, wenden Sie sich bitte ohne zu
zégern an lhren Studienarzt.

Ihr Ansprechpartner fir die Studie:

Prof. Dr. med. Claudia Traidl-Hoffmann

Interdisziplindres HIV-Zentrum am Klinikum rechts der Isar
der Technischen Universitat Miinchen

Ismaninger Str. 22

81675 Miinchen

Tel.: 089 - 4140 - 9862 oder - 3472

Fax.: 089 - 4140 — 3453
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Patientenetikett

Analyse des Hautmikrobioms und —viroms und des Darmmikrobioms bei

HIV positiven Patienten wahrend der Rekonstruktion des Immunsystems

Einverstandniserklarung

Ich bin in einem personlichen Gesprach Mit ..o, (Name Arzt/Arztin)
ausfiihrlich und verstandlich Gber die Studie sowie Uber Wesen, Bedeutung, Risiken und
Tragweite der Studie aufgeklart worden. Ich hatte ausreichend Gelegenheit, mit dem Prifarzt
Uber die Durchfuhrung der Studie zu sprechen und Fragen zu stellen. Alle meine Fragen wurden
zufrieden stellend beantwortet.

Ich hatte ausreichend Zeit, mich zu entscheiden. Ein Exemplar der Patienten-
Information und -Einwilligung habe ich erhalten.

Ich erklare mich bereit, freiwillig an dieser Studie teilzunehmen, behalte mir jedoch

vor, dieses Einverstandnis jederzeit zurlickziehen zu kénnen.

Ort, Datum Name des Patienten in Druckbuchstaben Unterschrift des Patienten

Ich habe das Aufklérungsgespréach gefihrt und die Einwilligung des Patienten eingeholt.

Ort, Datum Name des Prufarztes/der Prifarztin Unterschrift Prifarzt

[ich erklare mich damit einverstanden, dass die von mir entnommenen Blut, Haut und Stuhlproben
aufbewahrt und fiir wissenschaftliche Untersuchungen im Rahmen dieser Studie verwendet werden
kdnnen. Die Aufbewahrung der Proben erfolgt im Institut fur Umweltmedizin, UNIKA-T, Ismaningerstr.
22, 81675 Minchen. Ich verzichte auf eine eventuelle wirtschaftliche Nutzung wissenschaftlicher

Resultate.

Datenschutzrechtliche Einwilligung

Die bei mir gemessenen Resultate werden auf einem Erfassungsbogen festgehalten, der anschlies-
send in eine anonymisierte Computerdatei aufgenommen wird. AuRer den zur Verschwiegenheit
verpflichteten Pruférzten und Versuchsleitern wird niemand meine Personalien erfahren. Die Belange

des Datenschutzes sind gewahrleistet.
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