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Zusammenfassung

Das humane Immundefizienz-Virus (HIV) infiziert CD4+ T-Zellen, wodurch diese zerstort werden und
somit eine Immundefizienz induziert wird. Die Routinediagnostik umfasst vor allem die Messung der
HIV-RNA als Marker fiir die Aktivitat der Virusreplikation und die Bestimmung der CD4+ T-Zellzahl im
Blut als Marker fiir den Immunstatus. Eine zuverlassige Vorhersage der Immunrekonstitution (IR) von
HIV-Infizierten nach Beginn einer kombinierten antiretroviralen Therapie (cART) ist bisher nicht moglich,
kénnte aber bei der Erstellung individueller Behandlungskonzepte und bei der Risikoabschatzung fir die

Entwicklung eines Immunrekonstitutionssyndroms (IRIS) hilfreich sein.

Zur Vorhersage des Verlaufs der Immunrekonstitution (IR) bei HIV-1-infizierten Patientinnen nach
Beginn einer cART kdnnte die Plasmakonzentration des Torque-Teno-Virus (TTV) als moglicher

pradiktiver Marker genutzt werden.

Das Torque Teno Virus (TTV) ist ein unbehdlltes, einzelstrangiges und zirkuldres DNA-Virus mit einer
weltweit hohen Pravalenz ohne Hinweise auf eine klinische Manifestation. Eine Bestimmung der TTV-
Plasmakonzentration (TTVL) konnte bereits im Bereich der Transplantationsmedizin als pradiktiver
Marker fir die Risikobewertung einer OrganabstoRung bei immunsupprimierten Patientlnnen nach

Transplantationen beschrieben werden.

Ziel der Studie war es daher, die mogliche Verwendung von TTV-Plasmaspiegeln bei HIV-infizierten
Patientlnnen fiir die Vorhersage von IR wahrend der cART zu untersuchen. Daflir wurde die TTV-DNA
retrospektiv im Blutplasma von 301 asymptomatischen, therapienaiven HIV-1-infizierten Patientinnen

quantifiziert und mit immunologischen, virologischen und physiologischen Parametern korreliert.

TTV-DNA war mit einer medianen TTV-Plasmakonzentration von 5,37 log10 Kopien/ml in 96 % der
Patientenplasmaproben nachweisbar. Die initiale CD4+-Zellzahl korrelierte negativ mit der TTV-
Plasmakonzentration (p = 0,003). Bei Patientinnen mit einer CD4+-Zellzahl < 50 Zellen/ul war die
mediane TTV-Plasmakonzentration signifikant hdher als bei Patienten mit einer CD4+-Zellzahl > 200
CD4+-Zellen/pl. Die TTV-Plasmakonzentration in Kombination mit der initialen CD4+-Zellzahl korrelierte
signifikant mit der CD4+-Zellrekonstitution (p = 0,004). Fir alle anderen untersuchten Parameter, wie
das Alter, das Geschlecht oder der Nachweis der Herpesviren CMV, EBV und HHV-8 konnte keine

signifikante Korrelation mit der Rekonstitution der CD4+-Zellen gezeigt werden.

Innerhalb der untersuchten Kohorte deutete die signifikant erhohte TTV-Plasmakonzentration bei
Patientinnen mit verminderter CD4-Zell-Regeneration auf einen schwereren Immundefekt hin. Die TTV-
Plasmakonzentration in Kombination mit der initialen CD4+-Zellzahl waren hier pradiktiv fir den Verlauf

der Immunrekonstitution bei HIV-1-infizierten Patientinnen mit schwerer Immundefizienz.



Summary

The human immunodeficiency virus (HIV) infects CD4+ T cells, damaging them and thus inducing
immunodeficiency. Routine diagnostics primarily include the quantification of HIV RNA as a marker for
the activity of viral replication and the determination of the CD4+ T cell count in the blood as a marker
for the immune status. A valid prediction of the immune reconstitution (IR) of HIV-infected persons after
the start of combined antiretroviral therapy (cART) is not yet available but could be beneficial in the
development of individual treatment regimens and in the risk assessment for the occurrence of immune

reconstitution syndrome (IRIS).

The plasma concentration of the Torque Teno Virus (TTV) could be used as a potential predictive marker

for predicting the course of immune reconstitution (IR) in HIV-1-infected patients after starting cART.

Torque teno virus (TTV) is a non-enveloped, single-stranded and circular DNA virus with a high
prevalence worldwide and no evidence of clinical manifestation. A determination of the TTV plasma
concentration (TTVL) has already been described in the field of transplantation medicine as a predictive

marker for the risk assessment of organ rejection in immunosuppressed patients after transplantation.

The aim of the study was therefore to investigate the potential use of plasma TTV levels in HIV-infected
patients for the prediction of IR during cART. To achieve this, TTV DNA was retrospectively quantified in
the blood plasma of 301 asymptomatic, treatment-naive HIV-1-infected patients and correlated with

immunological, virological and physiological parameters.

TTV DNA was detectable with a median TTV plasma concentration of 5.37 log10 copies/ml in 96 % of the
patient plasma samples. The initial CD4+ cell count correlated negatively with the TTV plasma
concentration (p = 0.003). In patients with a CD4+ cell count < 50 cells/ul, the median TTV plasma
concentration was significantly higher than in patients with a CD4+ cell count > 200 CD4+ cells/pl. The
TTV plasma concentration in combination with the initial CD4+ cell count correlated significantly with
CD4+ cell reconstitution (p = 0.004). No significant correlation with CD4+ cell reconstitution could be
shown for any of the other parameters investigated, such as age, gender or the detection of the herpes

viruses CMV, EBV and HHV-8.

Within the cohort studied, the significantly increased TTV plasma concentration in patients with reduced
CD4 cell reconstitution indicated a more severe immunodeficiency. The TTV plasma concentration in
combination with the initial CD4+ cell count was predictive of the course of immune reconstitution in

HIV-1-infected patients with profound immunodeficiency.
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1 Einleitung
1.1. Definition Torque Teno Virus

1.1.1. Taxonomie, Morphologie und Genomaufbau

Das Torque Teno Virus (TTV) wurde im Jahr 1997 erstmalig bei Patientinnen mit Hepatitis nach
dem Erhalt von Bluttransfusionen (post transfusionem) beschrieben [1], was ihm den
inzwischen obsoleten Namen Transfusion Transmitted Virus verlieh. Taxonomisch ist das Virus
der Familie der Anelloviren zuzuordnen sowie der Gattung der Alphatorqueviren [2, 3].
»Anello”, italienisch flr Ring, beschreibt die ringférmige Einzelstrang-Desoxyribonukleinsdure
(DNA) des TTV und ist so fiir die aktuelle Bezeichnung namensgebend. Das virale Genom ist ein
nicht-umhdiilltes, zirkulares und einzelstrangiges DNA-Molekil mit einer Grof3e von 3,8
Kilobasen (kb) [4, 5]. Das Virus ist in nicht codierende Bereiche, die vermutlich regulatorische
Elemente (untranslatierte Region (UTR): 1,2 kb) zur viralen Replikation enthalten und in
mindestens zwei codierende Bereiche mit offenen Leserastern (ORF (Open reading frames) 1

und 2) unterteilt (siehe Abbildung 1) [6].

ORF 2
GC-reiche
Region
TTV
Anellovirus

Abb. 1: Aufbau TTV: 3,8 kb grofies zirkuldres Genom mit mindestens zwei kodierenden Regionen (ORF1,

ORF2) und einer konservierten untranslatierten Region (UTR), die in 5’ bzw. 3’ GC-reichen Regionen liegt.
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1.1.2. Vorkommen

Der Nachweis von TTV DNA erfolgt molekular mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) [6, 7].
Sie kann in fast allen Organen, Geweben und sonstigen biologischen Proben (wie
beispielsweise Blut, Speichel, Urin, Tranenfllissigkeit, Sperma, usw.) nachgewiesen werden [8-
11]. Peripheres Blut dient als Reservoir fiir TT-Viren [12, 13] und replikative Virus-DNA wurde
in Knochenmarkszellen sowie der Leber nachgewiesen [14, 15]. Im Blut beschrankt sich das
Vorkommen von TTV nicht auf einen speziellen Zelltyp. Es konnte in B- und T-Lymphozyten,
Monozyten, Granulozyten, sowie in neutrophilen Killerzellen nachgewiesen werden, jedoch
(bisher) nicht in Erythrozyten oder Thrombozyten [6, 16]. Das Virus repliziert zwar in den zuvor
genannten Zellen, jedoch erfolgte der Nachweis aus Plasmablutproben. TTV DNA konnte
auBerdem in Tumorgeweben nachgewiesen werden [17], unter anderem in Hirntumoren wie
Astrozytomen, Medulloblastomen und Ependymomen [18]. Viele Studien zeigen, dass TTV
sowohl bei verschieden erkrankten Patientlnnen, also auch bei gesunden Menschen mit einer
sehr hohen Pravalenz vorkommt [19, 20]. Dabei gibt es auch geographische Unterschiede:
wahrend die Rate von TTV-positiven Seren in Brasilien nur bei etwa 5 % liegt [21], findet man
in Russland, Japan und Pakistan eine Pravalenz von circa 90% [22-24]. Durchschnittlich kann
von einer Pravalenz von Uiber 50% der gesamten Weltbevolkerung in den friihen 2000ern
ausgegangen werden [25-27]. Die hochste Pravalenz wurde bei mehrfach transfundierten
Thalassamie-Patientlnnen, sowie Himodialyse-Patientinnen und Nutzerlnnen von
intravendsen Drogen gefunden. Aber auch Virusinfektionen wie HIV (Humanes Immundefizienz
Virus) oder HCV (Hepatitis-C-Virus) erhdhen die Pravalenz im Vergleich zur Normalbevdlkerung

[15].

1.1.3. Transmission

TTV kann ubiquitadr in menschlichen Korperflissigkeiten vorkommen. Der initial
nachgewiesene Transmissionsweg von TTV war Uber Blut. Dies betrifft also Patientinnen, die
mit TTV infiziertem Blut und / oder Blutprodukten ausgesetzt sind (z.B. Transfusionen oder
Hamodialyse), sowie Menschen mit intravendsem Drogengebrauch [28, 29]. Nichtsdestotrotz
tragt auch Speichel als Virustrager zur weltweiten Verbreitung bei. Ein weiterer Grund fiir das
ausgedehnte globale Vorkommen sind auSerdem fakal-orale Transmissionsrouten und
strukturelle Ahnlichkeit zu enterischen Viren. Daraus abgeleitet kann TTV als Indikator fiir

virale Kontamination genutzt werden [30].
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Die weite Verbreitung macht TTV zu einem allgegenwartigen Virus in der Bevolkerung und es
scheint ihm oftmals moglich, sich der Immunabwehr des Wirtes zu entziehen [31]. Da bisher
keine direkte Pathogenitat nachgewiesen werden konnte, wurden keine gezielten MaRnahmen

zur Unterbindung der Transmission ergriffen.

1.1.4. TTV als prddiktiver Marker

Das ubiquitare Vorkommen von TTV und eine bisher nicht nachgewiesene Pathogenitat bilden
eine Grundvoraussetzung, um als moglicher pradiktiver Marker bei Erkrankungen oder
Therapien fungieren zu konnen. Die Hohe der Torque Teno-Viruslast (TTVL) spiegelt dabei
vermutlich den Immunstatus des Einzelnen wider. So konnte bereits gezeigt werden, dass
Immunsupprimierte héhere TT-Viruslasten aufweisen als Immunkompetente [32]. TTV verfiigt
Uber eine hohe und dynamische Replikationsrate in vivo. Die Kinetik der Viruslast und -
elimination unter Interferon-Therapie zeigt eine sehr aktive chronische Infektion, wobei 90%
der Virionen taglich im Korper abgebaut und erneuert werden [33]. Dartiber hinaus ist davon
auszugehen, dass die Replikation des TTV Genoms auch durch das Immunsystem des Wirts
kontrolliert wird, da hohere TTV-Titer bei Patientlnnen mit Immundefizienz wie beispielsweise
dem , Acquired Immunodeficiency Syndrome* (AIDS) [32, 34] im Rahmen einer HIV-Infektion

und anderen chronischen Erkrankungen [35] nachgewiesen wurden.

Neben der Untersuchung von TTV im Rahmen von Infektionserkrankungen, vor allem bei HIV-
Infektionen, stellen viele Studien zu TTV als Biomarker in SOT (Solid organ transplantation) [36,
37] und HSCT (Hamatopoetische Stammzelltransplantation) [38, 39] ein weiteres wichtiges
Themenfeld dar. Behandlerlnnen sind auf der Suche nach einem Instrument zur gleichzeitigen
Erkennung von Uber- und Unterimmunsuppression, welches routinemaRig nach
Transplantationen zum optimalen Monitoring der immunsuppressiven Medikamente
verwendet werden kann. Auch hier ist das Ziel, diese Medikamente auf individueller Ebene zu
steuern und dabei ihre Wirksamkeit, bei gleichzeitiger Minimierung von Nebenwirkungen, zu
optimieren [36]. Das Virus bleibt durch herkdmmliche antivirale Arzneimitteltherapien
unbeeinflusst [40] und zeigt eine hohe Resistenz gegeniiber Inaktivierungsverfahren [41]. Die
TTVL zeigte eine Verbindung mit AbstoBung und Infektionen bei Empfangern von
Transplantaten fester Organe, die moglicherweise auf eine unzureichende Immunsuppression
zuriickzufihren ist. Fir Lungen- sowie Nierentransplantationen wurden spezifische Cutoff-
Werte vorgeschlagen, um das Risiko solcher Ereignisse zu stratifizieren. Die Messung der TTVL
erlaubt bisher keine sichere Diagnose von AbstoRung und Infektion, kann aber

Risikopatientinnen definieren. Dabei reflektieren hohere TTV-DNA-Spiegel eine starkere
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Immunsuppression, wiahrend eine Abnahme der TTVL auf eine AbstoRungsreaktion Hinweis

gibt [42].

Erwdhnenswert ist auBerdem, dass ein Zusammenhang zwischen der TTVL und der Reaktion
auf die Impfung gegen SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2) bei
Empfangerinnen von Nierentransplantaten und in der Normalbevélkerung nachgewiesen
werden konnte; womoglich der Beginn eines weiteren Anwendungsgebietes flir TTV-DNA als
pradiktiver Marker [43, 44]. Mendes-Correa et al. konnten zeigen, dass die sequenzielle TTV-
Messung im Speichel nltzlich sein kann, um die Wahrscheinlichkeit des Abklingens der
Symptome bei SARS-CoV-2-positiven Personen zu beurteilen und die Prognose der
Krankheitsverlaufes vorherzusagen [45]. So kénnte eine Bestimmung der TTVL auch bei
anderen Erkrankungen respektive Infektionen genutzt werden. Relevant ware hier, ob
Veranderungen der TTVL bei HIV-Infizierten auch im Falle zusatzlicher Erkrankungen genutzt
werden kann, um Patientlnnen mit erhéhtem Risiko flir einen komplikationsreichen Verlauf

frihzeitig zu identifizieren [46, 47].

1.2. Humanes Immundefizienz Virus (HIV)

1.2.1. Hintergrund

Vor uber 30 Jahren wurden erstmals Patientinnen mit dem Erworbenen Immun-Defizienz-
Syndrom (AIDS) in Kliniken in den US-amerikanischen Stadten New York und Kalifornien
beobachtet. Aufgrund des damals neuartigen Symptomkomplexes der Immunsuppression mit
Pneumonien und tédlichen verlaufenden Pilzinfektionen, begann weltweit eine Suche nach
dem Ausloser. SchlieRlich konnten Luc Antoine Montagnier und Francgoise Barré-Sinoussi das
Humane Immundefizienz Virus (HIV) bei Patientinnen mit AIDS isolieren [48]. Seit 1981 haben
sich nach Angaben von UNAIDS mehr als 78 Millionen Menschen mit HIV infiziert und bei 35
Mio. Menschen hatte die Infektion einen letalen Verlauf. UNAIDS schéatzt, dass allein im Jahr
2022 39 Millionen Menschen mit HIV leben, wovon 1,3 Millionen Neuinfektionen und 630 Tsd.
Todesfalle sind. Trotz groRer Bemihungen und immer besser verfligbarer Tests kennen

weiterhin nur gut dreiviertel der Betroffenen ihren positiven HIV-Status [49].

Dank umfassender Forschung wurden seit Beginn der Epidemie mehr als 40 antiretrovirale
Medikamente zur Kontrolle der Virusvermehrung entwickelt [50]. Diese werden
standardmaRig in Kombinationstherapien, der sogenannten kombinierten antiretroviralen

Therapie (cART), verabreicht [50]. Abgesehen von der groRen Zunahme an Infizierten, die
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Zugang zur cART haben, waren im Jahr 2021 nichtsdestotrotz noch immer 26% der HIV-

positiven Menschen ohne Zugang zu lebensrettenden bzw. -verlangernden Therapien [49].

Seit 1996 hat der Einsatz der cART zu einer Stabilisierung des Immunstatus und einer
drastischen Reduktion von Morbiditdat und Mortalitat bei HIV-Infizierten gefiihrt. Heutzutage
haben Patientinnen mit HIV nur eine etwas geringere Lebenserwartung als Nichtinfizierte -
auch dank der intensiven medizinischen Kontrollen [51-53]. Nichtsdestotrotz ist die
Resistenzentwicklung des HI-Virus ein fortwdahrendes Problem in der Versorgung der
Patientlnnen. In diesem Zusammenhang wurde Anfang der 2000er das prospektive Projekt
RESINA (primary drug RESIstance in treatment Naive HIV-infected patients) initiiert, welches
vor Therapiestart die Ubertragenen Resistenzen bei HIV und die Resistenzentwicklung bei
jedem Therapiewechsel beobachtet [54]. Die RESINA-Studie umfasst knapp 4000 Patientlnnen
und bietet eine umfassende Datenlage aus klinischen und virologischen Parametern. Aufgrund
ihrer GroRe durch die Teilnahme von zum jetzigen Zeitpunkt 37 HIV-Zentren aus NRW in
Zusammenarbeit mit dem RKI (Robert Koch Institut) gelten die Ergebnisse dieser Population als

reprasentativ fiir die in Nordrhein-Westfalen lebende HIV-Kohorte [55].

1.2.2. Das HIV-Genom und der Replikationszyklus

Das HIV-Genom besteht aus zwei identischen einzelstrangigen RNA (Ribonukleinsiure)-
Molekiilen, die im Kern des Viruspartikels eingeschlossen sind. Das Genom des HIV-Provirus,
auch als provirale DNA bezeichnet, entsteht durch die reverse Transkription des viralen RNA-
Genoms in DNA, den Abbau der RNA und die Integration der doppelstrangigen HIV-DNA in das

menschliche Genom.

(A)

Protease / Reverse
Transkriptase / Integrase

p17/p24/p?
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(B) env
Oberfldache, gp120
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Abb. 2: (A) Das HIV-Genom, (B) Struktur eines HIV-Viruspartikels mit antiretroviralen Zielstrukturen:
Das DNA-Genom wird an beiden Enden von LTR-Sequenzen (Long Terminal Repeat) umgeben. Die 5’-LTR-
Region kodiert den Promotor fiir die Transkription der viralen Gene. In Richtung 5’ bis 3’ folgt das
Leseraster des gag-Gens, das fiir die Proteine der dufSeren Kernmembran (p17), das Kapsidprotein (p24),
das Nukleokapsid (p7) kodiert. Auf das gag-Leseraster schlief3st sich das pol-Leseraster, das fiir die
Enzyme Protease (p12), Reverse Transkriptase (p51) und RNase H (p15) und Integrase (p32) kodiert. An
das pol-Gen kniipft sich das env-Leseraster an, von dem sich die beiden Hiillglykoproteine gp120
(Oberfidchenprotein) und gp41 (Transmembranprotein) ableiten. Neben den Strukturproteinen kodiert
das HIV-Genom auch fiir mehrere regulatorische Proteine: Tat (Transaktivatorprotein) und Rev (RNA-

Spleiregulator) sind fiir die Initiierung der HIV-Replikation notwendig [56, 57]

Die Kenntnis des HIV-Replikationszyklus ist fiir das Verstandnis der Wirkungsweise sowie fiir
die Entwicklung von neuen antiretroviralen Medikamenten von entscheidender Bedeutung

(siehe Abbildung 2).

Der erste Schritt im HIV-Replikationszyklus ist die Interaktion zwischen dem
Oberflachenglykoprotein gp120 des reifen HIV-Partikels und spezifischen
Oberflachenrezeptoren der Wirtszelle (CD4-Rezeptoren). Zusatzlich zu CD4 bendétigt das
humane HIV einen Co-Rezeptor fiir den Eintritt in die Zielzellen. Nach der Bindung an das CD4-
Molekil tiber die C4-Domane von gp120 kommt es zu einer Konformationsdanderung von CD4

und gp120, die eine zusatzliche Stelle fiir gp120 6ffnet, um die Bindung an einen Co-Rezeptor
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auf der Zelloberflache zu ermoglichen [58, 59]. Die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCR5 sind
die wichtigsten Korezeptoren fiir den Eintritt von HIV in seine Zielzellen. Die Bindung von HIV
an Co-Rezeptoren fiihrt zu einer erneuten strukturellen Veranderung in den Hiillproteinen, die
schlie’lich zu einer Fusion der Virushiille mit der Cytoplasmamembran der Zielzelle flihrt.
Durch die Fusion entsteht eine Eintrittspore, durch die das virale Kapsid in die Zelle gelangt.
Nach dem Eintritt in die Zelle katalysiert das virale Enzym Reverse Transkriptase die
Umwandlung der viralen RNA in provirale DNA. Diese provirale DNA gelangt in den Zellkern
und wird als Integrationsschritt in die chromosomale DNA der Wirtszelle eingebaut, was die
Basis der Chronifizierung der Infektion bildet. Die Expression der viralen Gene fuhrt zur
Produktion von viralen Vorlauferproteinen. Diese Proteine und die virale RNA werden an der
Zelloberflache zu neuen Viruspartikeln zusammengebaut (Assembly) und werden anschlieRend
freigesetzt (Budding). Wahrenddessen erhalten sie die dulRere Schicht und die Hiille. In diesem
Stadium spaltet das Enzym Protease die viralen Vorlduferproteine in ihre reifen Produkte und

der Replikationszyklus kann von vorne beginnen (siehe Abbildung 3) [60-62].

HIV ist ein behdilltes Retrovirus mit grolRer genetischer Variabilitdt. Diese Diversitat ist eine
Folge der hohen Replikations- und hohen Mutationsrate [63-65]. So fiihrt dies zur Entstehung
von verschiedenen HIV-Varianten bei einem einzigen infizierten Menschen im Verlauf eines

einzigen Tages, der sogenannten Quasispezies [63].
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Abb. 3: HIV-Replikationszyklus: Die Phasen des Replikationszyklus als Angriffsstellen der cART.

1.2.3. Die kombinierte antiretrovirale Therapie

Die kombinierte antiretrovirale Therapie beschreibt die Behandlung mit einer Reihe von
Substanzklassen an HIV-Medikamenten zur Kontrolle der Infektion. Menschen unter cART
haben trotz der chronischen Infektion eine hohe Lebenserwartung, auRerdem reduziert die

CART das HIV-Transmissionsrisiko, fiihrt jedoch nicht zu einer Ausheilung [66].

Die cART sollte unabhangig von Immunstatus und Plasmaviruslast gemal der aktuellen AWMEF-
Leitlinie (Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e. V.)
in Deutschland und Osterreich dauerhaft bei einer HIV-Infektion eingeleitet werden [67]. In
den ersten Jahren der Verfiigbarkeit der cART fluktuierten die Kriterien zur cART-Initiation
stark v.a. in Abhangigkeit der CD4-T-Zellzahl [68]. Ein friihzeitiger Start der cART ist wichtig, da
so das Risiko von AIDS-definierenden oder opportunistischen Erkrankungen reduziert wird

[67].

Ziel der HIV-Medikamente ist es, die Vermehrung von HIV im menschlichen Organismus zu
verhindern. In der antiretroviralen Therapie werden verschiedene Medikamentenklassen

eingesetzt, im Allgemeinen nach der Phase des HIV-Lebenszyklus eingeteilt, die sie hemmen.
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1.2.4. Ubertragung und Klinik

HIV wird hauptséachlich durch Blut aber auch durch andere infektiose Korperflissigkeiten
ibertragen, wie Sperma, Vaginal- und Darmsekret. Der hiufigste Ubertragungsweg ist
ungeschitzter Geschlechtsverkehr, wobei die Infektiositdt von der Art des Kontaktes
respektive den beteiligten Schleimhauten sowie Korperflissigkeiten, aber auch von der HI-
Viruslast des Ubertragenden abhingt. Weitere Wege sind der gemeinsame Gebrauch von
Spritzen und deren Zubehor bei Drogenkonsumentinnen sowie die peripartale Transmission

unter der Geburt [69].

Die Klinik und damit der natirliche Verlauf einer Infektion mit HIV gliedern sich in 3 Phasen:
akute Infektion, chronisch / latente Phase und schlieBlich das AIDS-Stadium. Nach einer
Inkubationszeit von ein bis sechs Wochen beginnt die akute Phase, die vor allem durch eine
sehr hohe Infektiositdt gekennzeichnet ist. Hier konnen sich symptomatische und
beschwerdefreie Phasen abwechseln. Man spricht daher vom Bild einer intermittierenden
Symptomatik. Insgesamt nimmt der zellulare Immundefekt langsam zu und HIV-assoziierte
Erkrankungen treten auf. Jedoch zeigen die Patientinnen noch keine sog. AIDS-definierenden
Erkrankungen. Sofern auch im Stadium der Latenz keine Diagnosestellung und folglich
Therapieinitiierung stattgefunden hat, kommt es im Median nach acht bis zehn Jahren zum
AIDS [70]. Dies ist durch die AIDS-definierenden Erkrankungen abgegrenzt, die vor allem eine
Vielzahl an Infektionen sowie Krebserkrankungen beinhalten und damit jede fiir sich einen

potenziell letalen Ausgang haben kénnen.

1.2.5. CDC-Stadien

Zur Stadieneinteilung bei Erstdiagnose sowie im Falle eines Krankheitsprogresses werden die
von der US-amerikanischen Organisation Centers for Disease Control and Prevention
etablierten sog. CDC-Stadien verwendet (siehe Tabelle 1) [71, 72]. Dabei flieRen das Alter der
untersuchten Person zum Zeitpunkt der Untersuchung sowie die absolute Zahl an CD4+-T-
Lymphozyten /ul (Mikroliter) oder falls nicht vorhanden der prozentuale Anteil CD4+-T-
Lymphozyten an den Gesamtlymphozyten im Blut ein. So wird neben den AIDS-definierenden
Erkrankungen eben auch der Immunstatus berticksichtigt, die Zuordnung kann in der Tabelle

abgelesen werden (siehe Tabelle 1) [73].

Tabelle 1: CDC-Stadien (2014): Stadium der HIV-Infektion auf der Grundlage der altersspezifischen CD4+

T-Lymphozytenzahl oder des prozentualen Anteils der CD4+ T-Lymphozyten an den Gesamtlymphozyten

Stadium  Alter zum Zeitpunkt der CD4+-T-Lymphozyten-Messung
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<1 Jahr 1-5 Jahre > 6 Jahre
Zellen/ul | % Zellen/ul % Zellen/pul %
1 >1.500 >34 >1.000 =30 >500 226
2 750-1.499 26-33 500-999 22-29 200-499 14-25
3 <750 <26 <500 <22 <200 <14

1.2.6. Besondere Subgruppen von HIV-positiven Menschen und klinische

Herausforderungen

Eine besondere Gruppe an Patientinnen stellen die sogenannten Late Presenter dar. Sie
zeichnen sich durch eine sehr spate Erstvorstellung zur HIV-Versorgung aus. Per Definition wird
hier die HIV-Diagnose erst bei einer CD4-Zahl von weniger als 350 Zellen/uL gestellt oder es
sind bereits AIDS-definierende Ereignisses, unabhangig von der CD4-Zellzahl, aufgetreten [74].
Gerade bei diesem Patientinnenkollektiv sollte eine cART zeitnah begonnen werden, sodass
z.B. opportunistische Erkrankungen schneller abklingen konnen [75]. Allerdings birgt dies u.a.
das Risiko eines sogenannten Immunrekonstitutionsentziindungssyndroms (IRIS). Dabei
kommt es zu einer dysregulierten Immunantwort, die nach Beginn der cART einsetzt und durch
eine paradoxe Verschlechterung der Infektion gekennzeichnet ist [76]. Folglich ist hier eine
intensive Therapie unter engmaschiger medizinischer Kontrolle indiziert. Gerade bei diesem
vulnerablen Kollektiv ware daher ein weiterer Surrogatparameter zur Vorhersage von

schlechter Immunrekonstitution oder Komplikationen wiinschenswert.

So liefern bestimmte Patientinnengruppen wie auch die Late Presenter eindriickliche Beispiele
dafir, wie das Immunsystem die virale Vermehrung ohne antiretrovirale Medikamente
hemmen kann, jedoch sind die genauen Mechanismen weiterhin ungeklart. Da diese
Subgruppen aber im Alltag der Behandlerinnen relevant sind, kdnnte die Analyse von TTVL
helfen, eine frihere und bessere Zuordnung oder Risikoeinschatzung der Patientlnnen

vorzunehmen.

Hervorzuheben ist in diesem Zusammenhang, dass die klinischen Verlaufe bei HIV-Infizierten
sehr heterogen sein kénnen. In der vorliegenden Studie lag der Fokus auf der Vorhersage des
immunologischen Ansprechens auf eine cART. Obwohl dies ein bedeutender Aspekt der HIV-
Behandlung ist, bleibt die Komplexitat der klinischen Verldufe weiterhin von groRem Interesse
der klinischen Behandlerinnnen. Neben der immunologischen Reaktion waren Prognosen

hinsichtlich der Infektionsverlaufe ebenso von hochster Relevanz. Das Verstandnis der
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individuellen Entwicklung einer jeden HIV-Infektion kann Therapeutinnen dabei helfen,
gezieltere und personalisierte therapeutische Entscheidungen zu treffen und somit eine

optimale Versorgung fiir Patientinnen zu gewahrleisten.

1.2.7. Diagnostik

Die initiale HIV-Diagnostik erfolgt in einem zweistufigen Testverfahren (Screening- und
Bestatigungstest) [77]. Im Verlauf sowie zur Kontrolle des Therapieansprechens der cART dient
die HI-Viruslastbestimmung mittels PCR zusammen mit der Messung von CD4+-T-Zellen als
sehr wichtiger Parameter. Die Viruslast beschreibt dabei virale Replikation, wohingegen die
CD4+-T-Zellzahl Aufschluss tber den aktuellen Status des Immunsystems geben kann. Eine
erfolgreiche cART reduziert die Viruslast und stabilisiert das Immunsystem. So sind zur
Sicherstellung einer optimalen Therapie regelmalige diagnostische Kontrollen dieser

Parameter essenziell [70, 71, 78].

1.3. Ethikvotum

Ein glltiges Ethikvotum vom 07.11.2016 mit der Referenznummer 2014042307 und der

internen Studiennummer 4862R liegt vor.

1.4. Zielsetzung der Arbeit

Die HIV-RNA Konzentration im Blutplasma gilt als Marker fiir die Aktivitat der viralen
Replikation, wahrend die CD4+ T-Zellen den aktuellen Immunstatus widerspiegeln. Jedoch ist
eine genaue Vorhersage beziglich des Ausmalies und der Geschwindigkeit der
Immunrekonstitution nach Beginn der cART derzeit nicht moglich. Da derzeit spezifische
Parameter flr eine prazise Prognose fehlen, basieren die Einschatzungen auf dem aktuellen

Zustand der Patientinnen sowie der klinischen Erfahrung des Behandelnden.

So hatte die vorliegende Arbeit das Ziel, die TT-Viramie bei asymptomatischen HIV-infizierten
Patientlnnen vor Therapiestart als moglichen zusatzlichen prognostischen Marker zur
Vorhersage der Immunrekonstitution unter antiretrovirale Therapie zu untersuchen. Es sollte
analysiert werden, inwiefern TTV neben der CD4-Zellzahl als Standardparameter zur
Uberwachung des Immunstatus genutzt werden kénnte, um den Verlauf der HIV-Infektion
genauer zu erfassen. Dies konnte dazu beitragen, individuelle Therapiepldane besser zu
erstellen und potenzielle Komplikationen wie IRIS oder Folgen der persistierenden
Virusinfektion (z.B. opportunistische Infektionen, AIDS-definierende Erkrankungen,
Einschrankung von Lebensqualitdt und -erwartung) besser zu prognostizieren. Im Rahmen der

Immunrekonstitution kann es zu einer Reaktivierung persistenter Viren mit
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immunsuppressiven Aktivitdten wie den Herpesviren kommen. Daher sollte auch die
Quantifizierung von replizierenden Herpesviren CMV (Zytomegalievirus), EBV (Epstein-Barr-
Virus) und HHV-8 (Humanes Herpesvirus 8) neben HI-Viruslast, und Geschlecht auf signifikante
Zusammenhange untersucht werden. Die Bestimmung der Immunrekonstitution vor
Therapiestart konnte helfen, die genannten Risiken zu minimieren und so eine optimale

personalisierte Versorgung der Patientinnen zu gewahrleisten.
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Abstract

Purpose To predict the course of immune recovery (IR) in HIV-1-infected patients after initiation of combined antiretroviral
therapy (cART) by determination of the plasma concentration of Torque Teno Virus (TTV).

TTV has been identified as marker for risk assessment in immunosuppressed patients after transplantation procedures. Here,
TTV was analyzed in HIV-1-infected therapy-naive patients to evaluate its use as predictor of the course of IR for guidance
of individualized treatment.

Methods TTV DNA was quantified in plasma samples of 301 therapy-naive HIV-1-infected patients and correlated to CD4*
cell count, HIV viral load, presence of the herpes viruses CMV, EBV and HHV-8, age and sex. Patients were classified
according to their initial CD4" cell count and to the extent of CD4* T-cell increase within the first year of cART.

Results TTV DNA was detectable in 96% of the patients’ plasma samples with a median TTV plasma concentration of
5.37 log,, cop/ml. The baseline CD4* cell count was negatively correlated with TTV plasma concentration (p=0.003). In
patients with a CD4* cell recovery < 50 cells/pl, the median TTV plasma concentration was significantly higher compared
to patients with a CD4" cell recovery of >200 CD4* cells/ul (5.68 log,, cop/ml versus 4.99 log,, cop/ml; p=0.011). TTV
plasma concentration in combination with baseline CD4" cell count were significantly correlated to CD4* cell recovery
(p=0.004). For all other parameters considered, no significant correlation for CD4" cell recovery was found.

Conclusion Within the cohort, the significantly elevated TTV plasma concentration in patients with diminished CD4" cell
recovery indicates a more profound immune defect. Baseline TTV plasma concentrations and CD4" cell count are predictive
for the course of immune recovery in HIV-1-infected patients with severe immunodeficiency.

Keywords HIV infection - Torque Teno Virus - Immune recovery - Predictive marker - Individualized treatment

Introduction

A. Fuchs and N. Liibke share last authorship HIV infection can be effectively treated leading to life
expectancy comparable to the non-infected population [1].
Despite excellent therapeutic options for suppression of viral
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replication, a functional cure is not expected in the near
future. Thus, effective combination antiretroviral therapy
(cART) remains the gold standard in HIV care. Although
newly developed drug classes and substances are charac-
terized by high potency and improved tolerability [2], side
effects and limited therapeutic responses remain an issue.

Management of HIV infection and individualized treat-
ment decisions are based on characteristics of the drugs
(e.g., toxicities and pharmacokinetic profiles), the virus
(e.g., viral drug resistance profile and tropism) and the
patient (e.g., drug adherence, antiretroviral drug history,
interactions, comorbidities, coinfections and individual dif-
ferences in immune control) [3, 4]. Accordingly, multiple
factors need to be considered and collectively illustrate the
complexity of individualized HIV therapy. While the char-
acteristics of drugs and the virus are well studied and mostly
considered in treatment options [5, 6], host characteristics
are less well understood [7].

During HIV-infection, immunodeficiency occurs and, if
left untreated, finally leads to AIDS. The routine diagnos-
tic evaluation comprises mainly of viral load measurement
and the determination of the number of CD4" T-cells. In
absence of cART, the viral load in each patient reaches an
individual set point and the time until CD4* T-cells decline
differs individually. While the HIV viral load is considered
as a marker of the driving force of immunodeficiency, the
CD4* T-cell count reflects the degree of deficiency that has
occurred. However, a reliable prediction of the extent and
speed of recovery of the immune system after initiation of
cART is not possible to date and estimates are based on the
patient’s current condition and the clinical experience of the
practitioner. The possibility to predict the course of immune
recovery (IR) could be helpful for guidance of individual-
ized treatment concepts and risk assessment. This guidance
could be applied, for example, before initiation of therapy
with a two drug regimen, to monitor induction-maintenance
treatment strategies, to support decisions about prophylactic
treatment, to reduce drug toxicities or to decrease the risk of
the development of an immune reconstitution inflammatory
syndrome (IRIS) in specific risk groups by sequential or later
treatment initiation [8]. We hypothesised that the Torque
Teno Virus (TTV) plasma level can be used for prediction
of the course or the degree of IR upon initiation of cART
supporting individualized treatment strategies.

The Torque Teno virus is a small virus with a single
stranded negative-sense circular DNA genome from the fam-
ily of Anelloviridae and is the most abundant component
of the human total blood virome. TTV is highly prevalent
in humans, but to date without causal evidence for an asso-
ciation to specific clinical diseases [9, 10]. The reservoir
of TTV replication is not fully understood, but hematopoi-
etic stem cells and activated peripheral blood mononuclear
cells seem to be involved [11-13]. TTV DNA in plasma is

@ Springer

detectable in up to>90% of healthy people [10, 14] with
viral loads between 3 and 6 log,, copies/ml. The virus con-
centration in blood reflects the interplay between TTV rep-
lication and antiviral immune response, with an estimated
daily clearance rate of more than 90% of virions [14-17].

Up to now only a few smaller studies have been per-
formed on TTV in HIV-infected patients. In this group of
patients, a higher frequency of positive TTV-DNA plasma
samples than in healthy blood donors and an inverse cor-
relation between TTV plasma levels and the CD4* T-cell
count were described [18, 19]. In turn, progression towards
AIDS leads to increased TTV plasma concentration in tis-
sues of HIV infected patients [20]. In addition, successful
cART with improved immune function led to a decrease of
the TTV DNA plasma level [21]. Although TTV replica-
tion was detected in all studied HIV patients with efficient
cART, no correlation was found between the level of TTV
viremia or genotypes and the level of persistent T-cell acti-
vation [22, 23].

The idea to evaluate TTV as a predictive marker for the
course of IR in HIV-infected patients is based on investi-
gations performed in the context of organ and stem cell
transplantation. In the context of HSCT, TTV has proven
its potential as a predictive biomarker for acute graft-versus-
host disease (GVHD) and as marker for functional immune
competence [24, 25]. In solid organ transplant recipients, a
correlation between TTV plasma levels and the intensity of
immunosuppression, signs of transplant rejection and the
occurrence of infection periods was shown [26-28]. In con-
trast, in patients following allogeneic hematopoietic stem
cell transplantation (HSCT) TTV plasma levels themselves
are not predictive for immune-related outcomes and clinical
events, probably due to the complex and dynamic processes
in the hematopoietic and immune systems after HSCT [25].
Since HIV infection is also leading to immunosuppression
with an increased risk of opportunistic infections includ-
ing reactivation of persistent viruses with immunosuppres-
sive activities such as the herpesviruses Cytomegalovirus
(CMV), Epstein-Barr virus (EBV), and Human Herpesvirus
8 (HHV-8), the speed of IR after initiation of cART is an
important information. However, its course is largely unpre-
dictable to date.

Thus, the aim of the study was to evaluate the possible
utilization of TTV plasma levels in HIV-infected patients
for prediction of IR during cART assessed by CD4* cell
increase by measurement of TTV-DNA in blood plasma of
asymptomatic therapy-naive HIV-1 infected patients and
correlation of the TTV plasma level with immunological,
virological and biophysical parameters.
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Methods
Study population

The analysis of TTV plasma level was performed from
long-term stored blood samples of patients included in the
RESINA cohort. The RESINA study is an ongoing prospec-
tive multicenter investigation with the primary goal of con-
tinuous surveillance of transmitted HIV drug resistance in
therapy-naive HIV-1 infected patients before initiation of
antiretroviral therapy [29]. In total, 38 study centers (out-
patient clinics and doctor’s offices providing specialized
HIV care) from North Rhine-Westphalia, the most populous
federal state in Germany, and adjacent cities in Rhineland
Palatinate, a neighboring federal state are contributing to the
study which currently includes 4815 patients. Inclusion cri-
teria for the RESINA study are documented HIV-infection,
eligibility for cART and the agreement between treating
physician and patient to start treatment. Exclusion criteria
are prior exposure to antiretroviral drugs and unwillingness
to participate. Information on CD4* T-cell count and HIV
plasma concentration used for interpretation of study data
were available from the documented cohort information. All
plasma samples collected within the RESINA cohort are
stored long-term at — 80 °C to ensure sufficient stability of
the viral nucleic acids [30-33].

Plasma sample selection and classification

The samples for this study were retrospectively selected
according to the following inclusion criteria (1) cART start
without AIDS event before or within the first 3 months
after start of therapy, (2) CD4* T-cell count < 500/l at
start of cART and (3) HIV viral load <200 copies/ml with-
out virological failure defined as HIV viral load >200 cop/
ml in two successive check-ups within the first 2 years
after therapy initiation.

Of a total of 4815 therapy-naive HIV-1-infected patients
in the RESINA cohort, 364 fulfilled the inclusion criteria.
Plasma samples for study investigations were available in
301 of those patients. These 301 patients were included
in the study and classified into 3 groups according to the
patients’ CD4* cell recovery within the first year on cART
(<50, 50-200 and > 200 CD4" cells/ul). This classifica-
tion was chosen to differentiate between possible clinical
courses with sufficient immune reconstitution resulting
in very low risk for opportunistic infections after 1 year
(CD4* cell increase >200/pl), possible persistence of a rel-
evant immune deficiency (CD4" cell increase 50—200/pul)
and poor immune reconstitution with only minor change in
CD4" cell count (CD4 cell increase < 50/ul) [34].

For clinical applicability, the data were additionally
grouped according to the initial immune status, measured
by CD4* cell count. The samples were divided into four
subgroups (< 100, 100-200, 201-350 and > 350 CD4* cells/
ul) based on the initial CD4™ cells. The stratification is based
on the differentiation of patients with a good to moderate
immune status (> 350 cells CD4* cells/pl) and the so-called
late presenters (<350 CD4" cells/ul). The late presenters
were further divided according to the CD4"* thresholds for
opportunistic infections (Table 2) [34, 35].

To investigate a possible influence of the presence of
different herpesviruses on TTV plasma concentration, the
plasma concentrations of CMV, EBV and HHV-8 were
determined from all participants, if an adequate sample was
available (283/301; 94%).

Virus quantification

The DNA extraction of the EDTA plasma samples was
performed automatically using the Bio-Robot EZ1 with
the EZ1® Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, Hilden, Germany)
according to the manufacturer’s recommendations.

The TTV-DNA was quantified by real-time PCR (qPCR)
as previously described by Maggi et al. [36]. TTV stand-
ards were kindly provided by the Department of Virology
of the Medical University of Vienna, Austria and stabilized
for valid quantification results in the Institute of Virology of
Cologne, Germany. Quantification was validated in a col-
laborative trial.

Quantification of CMV and EBV was performed as
described by Schonberger et al. [37] and qPCR of HHV-8
was performed by amplification of a fragment of the HHV-8
ORF26 gene region using the TagMan Universal Master Mix
(Applied Biosystems).

Statistical analyses

The determined TTV DNA plasma level presented a high
range in the analyzed cohort. For this reason, the unit of
copies per milliliter was changed to log, values to allow dif-
ferences in the analyzed groups to be captured in diagrams.
Using TTV plasma level by log,, scale, the status of the
Kolmogorov—Smirnov test presented a p value greater 0.05
(p=0.09), so that a Gaussian distribution can be assumed,
allowing parametric tests. 7-test and Mann—Whitney-U-Test
were used for assessment of a possible selection bias caused
by the selection process of study participants depending on
sample availability.

A Pearson correlation was used to compare TTV plasma
levels, CD4* cell counts and presence of the Herpesviri-
dae CMV, EBV, HHV-8 using a 95% confidence interval
(CI). In order to analyze the differences between the three
groups based on the CD4* T-cell recovery within the first
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year ANOVA tests were performed and post hoc tests were
applied [Tukey’s honest significant difference (HSD)]. In
addition, ordinary linear and multiple linear regressions
were used to analyze the correlation of sex, age, the presence
of the Herpesviridae CMV, EBV, HHV-8, and the plasma
concentration of HIV and TTV to CD4* T-cell recovery.
For all statistical analyses, p values <0.05 were considered
significant.

The statistical analyses were performed using SPSS Sta-
tistics 25 (IBM Corp. Released 2017. IBM SPSS Statistics
for Macintosh, Version 25.0. Armonk, NY, USA).

Results

According to inclusion criteria, 364 suitable patients where
identified within the RESINA cohort. Of those, a stored
plasma sample for study investigations was available in
82.7% (301/364). Comparing the mean values of the param-
eters considered in the two groups of patients with available
and unavailable plasma samples, in which individual outliers
in the distribution are also taken into account, only a differ-
ence regarding the CD4* cell gain of patients was seen (178
cells/ul vs. 253 cells/ul, p=0.015; Supplemental Table 1),
whereas age, HIV-RNA and CD4" cell count at baseline
were comparable. However, when using median values,
which are less influenced by outliers, this analysis showed
no significant differences for all these parameters including
CD4* cell gain.

Within the cohort of 301 patients with available plasma
samples, 78% were male and the median age was 49 years
(range 25-92 years, SD=11.8 years) (Table 1). The median
HIV viral load before initiation of cART was 48,394 cop-
ies/ml with an individual range between 40 and 8,858,100
copies/ml. According to the patients’ CD4" cell recovery

Table 1 Patients’ characteristics Physiological and clinical character-
istics of the patients at the time point of sample collection (n=301)

Category N %

Age (median, years) 49 (range 25-92)

Sex
Male 234 78
Female 67 22

HIV-RNA (median, cop/ml)
TTV-DNA (median, log,, cop/

48,394 (range 40-8,858,100)
5.36 (range 0-9.3)

ml)

CD4* cell count at baseline (cells/ul)
<100 89 30
100-200 38 13
201-350 119 40
>350 55 18

within the first year on cART and the resulting sustained risk
of opportunistic infections, they were classified into three
groups [< 50 (n=67), 50-200 (n=115) and>200 CD4*
cells/ul (n=119), (Table 2)].

In addition, the patients were stratified according to their
initial CD4" cell count to allow for a clinically oriented
classification: Patients with a CD4" cell count > 350 cells/
ul (n=55), who had a good or only moderately compro-
mised immune status, and patients with a more pronounced
immune deficiency, the so-called late presenters with a
CD4* cell count <350 cells/ul. These patients were addi-
tionally classified into subgroups according to their risk for
opportunistic infections: < 100 (n=_89), 100-200 (n=38)
and 201-350 cells/ul (n=119) (Table 2).

TTV was detected in 96.0% (289/301) of the analyzed
plasma samples. The median TTV plasma concentration was
5.37 log, copies/ml with a wide range between 0 and 9.30
log,, copies/ml. The majority of patients presented with a
baseline CD4" cell count between 201 and 350 (n=119;
40%, Table 1). Although the regression analysis of TTV
plasma levels and baseline CD4* cell counts showed a
wide scattering of the TTV values, it also shows a signifi-
cant negative correlation, with TTV plasma concentration
being increased in samples from patients with lower CD4*
cell counts (p=0.003; R?>=0.028, Fig. la). This is also
confirmed by correlation of the TTV plasma level to the
different CD4" strata groups (Fig. 1b) which illustrates the
significant negative correlation between the two parameters
(p=0.037). In detail, the correlation is particularly evident
in the decline in median TTV viral loads with increasing
CD4* cell count at baseline.

To evaluate the potential of TTV plasma concentra-
tion as predictive marker for immune recovery, the TTV
plasma levels were correlated to the CD4* recovery within
the first year on cART. The regression analysis shows a
significant negative correlation, with patients with a poor
immune recovery showing significantly higher TTV viral
loads than those with a good one (p =0.003; R*>=0.029,
Fig. 2a). Looking at the regression based on the strati-
fied groups of CD4* recovery, there are clear differences

Table 2 Overview over baseline CD4* cell counts and their gain after
initiation of cART in the analysed cohort

CD4* cell count at
baseline (cells/ul)

CD4" cell recovery (cells/ul)

CD4" cell count <50 50-200 >200 >
<100 11 41 37 89
100-200 10 14 14 38
201-350 22 48 49 119
>350 24 12 19 55
> 67 115 119 301

@ Springer



Publizierte Originalarbeit

Torque Teno Virus plasma level as novel biomarker of retained immunocompetence in HIV-infected. .. 505
A p=0.003 B = p=0037
10| R%=0.028 95%C1
8 8]
E £
s S
2 & g 6
H g
o . l
2 z
& o 100 200 300 400 500 ° <100 100-200 201-300 >300
CD4 baseline cells/ul CD4 basaline cells/pl
n 89 38 118 55
Median TTV 6.23 571 524 510
logygcopiml

Fig.1 TTV plasma level correlation with baseline CD4* cell count
Correlation between TTV-DNA plasma concentration and the CD4*
cell counts before initiation of cART; a regression analysis of log,,

TTV cop/ml to baseline CD4™ cells/ul; b correlation of log,, TTV
cop/ml to specific defined strata of baseline CD4™ cells/ul
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Fig.2 TTV plasma level correlation with CD4* cell recovery Cor-
relation between TTV-DNA plasma concentration (log,, cop/ml) and
the CD4™ cell recovery within the first year of cART; a regression
analysis of log,; TTV cop/ml to gain of CD4* cells/ul; b correla-

between the groups (Fig. 2b). Patients with poor recovery
of CD4* cells (< 50 CD4" cells/ul) showed TTV viremia
in 100%. In addition, the TTV plasma levels of patients
with CD4* recovery <50 CD4™ cells/ul were significantly
higher compared to patients with CD4" recovery > 200
cells/ul (median 5.68 log,, cop/ml versus 4.99 log,, cop/
ml; p=0.011). Thus, higher TTV plasma concentration
before treatment initiation was significantly correlated to
lower CD4* gain within the first year on cART.

tion of log,, TTV cop/ml to CD4™ cells/ul stratified in a gain of <50,
50-200 and > 200 cells/pl within the first year of cART. n.s.: not sig-
nificant

Regarding the detection of herpesvirus DNA, adequate
samples of 283/301 (94.0%) study participants were avail-
able. CMV, EBV and HHV-8 were detected in 35/283
(12.4%), 741283 (26.1%), and 29/283 (10.2%) samples,
respectively. EBV and HHV-8 were not correlated with
the initial immune status, whereas CMV DNA was signifi-
cantly more frequently detected in patients with CD4" cell
counts < 100 cells/ul (Supplementary Table 2). Furthermore,
also the extent of CMV plasma viral load was significantly
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inversely correlated with the initial CD4% cell count
(p<0.001; Supplementary Fig. 1). A significant correlation
of CMV, EBV or HHV-8 detection to TTV prevalence was
not observed (p=0.085, p=0.652, p=0.277, respectively;
Supplementary Table 3).

For further evaluation of TTV plasma concentration as
predictive marker for CD4% recovery, regression analyses
including the parameters sex, the presence of CMV, EBV
and HHV-8 DNA and CD4" baseline cell count were per-
formed (Table 3). Univariate regression analysis indicated
no correlation of sex or detection of CMV, EBV and HHV-8
DNA with CD4% T-cell recovery, but a significant corre-
lation between TTV plasma baseline CD4* values < 100
cells/pl and > 350 cells/ul and CD4* T-cell recovery within
the first year on therapy (OR 0.383, 95%CI 0.190-0.773,
p=0.006 and OR 3.554, 95%CI 1.903-6.639, p <0.001,
respectively).

Table 3 Univariate regression analysis for parameters associated with
CD4" cell recovery within the first year of cART

Variable N Univariate analysis
OR (95% CI) p value
Total participants 301
CD4* cell count at baseline (cells/ul)
<100 89 0.383 (0.190-0.773) 0.006*
100-200 38 1.262 (0.579-2.750) 0.559
201-350 119 0.729 (0.414-1.285) 0.275
>350 55 3.554 (1.903-6.639) <0.001*
Sex
Male 234 0.915 (0.816-1.107) 0.499
Female 67 1.184 (0.732-1.915) 0.503
CMV DNA positive 35 1.282 (0.506-3.252) 0.600
EBV DNA positive 74 1.019 (0.527-1.968) 0.956
HHV-8 DNA positive 29 0.790 (0.320-1.950) 0.608

Odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (Cls) for the selected
parameters CD4% cell count at baseline, sex and CMV, EBV and
HHV8 DNA detection in correlation to CD4* cell recovery within the
first year of cART (*: statistically significant correlation)

Considering all variables in the multiple linear regres-
sion analysis, no association of HIV RNA, sex and age, but
a significant correlation between the combination of TTV
plasma levels and baseline CD4* values and CD4* recovery
within the first year on cART was observed (p=0.001 and
p=0.006, respectively; Table 4). In summary, a prediction
of the CD4" gain within the first year of cART was possible
by determining TTV plasma level and CD4* cell count at
baseline (adjusted R>=0.042) [38].

Collinearity between CD4* cell count and TTV plasma
level could be excluded with a variance inflation factor (VIF)
of 1.038 for TTV and a VIF of 1.121 for CD4" cells at base-
line. For all other parameters considered, no significant cor-
relation for CD4" cell recovery was found.

Discussion

Currently, routine state-of-the-art monitoring of the extent
of immune deficiency caused by an HIV infection usually
relies on surveillance of surrogate parameters, most com-
monly CD4" cell count, but more comprehensive determi-
nation of immune status and prediction of IR are difficult.
The possibility to further assess immunocompetence and
predict the course of IR after initiation of cART would help
to guide individualized treatment. Thus, the plasma level of
TTV DNA in plasma samples of HIV-1 infected therapy-
naive patients was evaluated for its applicability as novel
parameter for the prediction of IR for improved management
of personalized HIV treatment concepts.

In our study, 96% of the patients’ plasma samples showed
evidence for active TTV replication, confirming a high
prevalence of TTV in HIV-infected patients [39]. This pro-
vides the necessary basis of TTV being a possible predictive
marker for IR in HIV-infected therapy-naive patients com-
mencing cART. The median viral load of TTV in this cohort
was 5.37 log,, copies/ml and is comparable to that of other
high-risk cohorts [26, 39, 40], but the plasma concentration
is characterized by a wide range, namely between 0 and 9.30

Table 4 Multiple linear

. A B SD Vi p value Cumulative
regression analys_ls for ] adjusted R?
parameters associated with
CD4* cell recovery within the TTV DNA (log,, cop/ml) —19.271 5550 —0.203  0.001*
first year of cCART HIV RNA (cop/ml) —8449E7 <0001 —0003 0953

CD4* cell count at baseline (cells/pl) —0.203 0.073 -0.165 0.006*

Sex 4.337 23493 0.011 0.854

Age 0.091 0.843  0.006 0.914
Cumulative adjusted R 0.042

Non-standardized regression coefficient (B), standard deviation (SD), standardized regression coefficient
beta () and p value. The dependent variable was CD4" gain within the first year on cART. Independent
variables were TTV DNA log,, plasma level, HIV viral load, CD4" cell count at baseline, sex and age (*:
significant correlation). Overall final model (5, 293)=3.584, p=0.004, R*=0.058, adjusted R*=0.042
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log,, copies/ml. This high variation of the TTV plasma level
in HIV-infected patients as well as the negative correlation
of the TTV plasma level and the baseline CD4" cell count
confirms the observations of previous studies [18, 20, 41].

The correlation analysis between TTV plasma level at
baseline and CD4™ cell recovery within the first year of
cART revealed significantly higher TTV loads in patients
with a poor recovery (<50 CD4" cells/ul) compared to
patients with a good recovery (>200 CD4" cells/ul). There
was no influence of CMV, EBV and HHV-8 on TTV plasma
level, as also seen in immunosuppressed patients after
hematopoietic stem cell transplantation [42]. This indicates
the potential of TTV as predictive marker for IR in HIV-
1-infected patients.

Ordinary and multiple linear regression analyses includ-
ing the parameters sex, age, HIV viral load, TTV plasma
level, detection of the Herpesviridae CMV, EBV or HHV-8
and CD4" baseline values have excluded the parameters sex,
age, HIV viral load and the prevalence of herpesvirus DNA
as valuable parameters for prediction of CD4* cell recovery.
The fact that age has no significant influence on immune
reconstitution was initially surprising, as several studies have
shown that immune recovery decreases with age [43—45].
Other studies confirm our observation that there is no sig-
nificant correlation between age and immune recovery [46].
However, it is important to consider the age distribution in
our cohort. Although a wide range is noticeable, the two
quartiles from 25 to 75% only cover 41.5-56 years (median:
49 years), with a standard deviation of 11.8 years. This indi-
cates only a small age distribution, which may be one of
the reasons why no correlation was found in this study. The
observation that detection of the various herpes viruses had
no significant effect on immune recovery is also an impor-
tant finding that favors the predictive value of TTV plasma
concentration for immune recovery in HIV-infected patients,
as our analysis revealed that the combination of TTV plasma
level and the initial CD4" cell count was predictive for IR
in our cohort.

Although TTV plasma concentration alone showed also
a significant correlation to immune recovery, its predictive
power was not sufficient to classify IR in defined ordinal
scales (<50, 50-200 and > 200 CD4" cells/pl), as also seen
in other studies [22, 23]. The combination of TTV plasma
concentration and initial CD4* cell count still did not accu-
rately predict the extent of IR, as indicated by the low deter-
mination coefficient [47], but the combined predictive power
of both variables seems sufficient to provide some guidance
to clinicians to predict a good vs. a poor IR, as demonstrated
in our analyses.

Although a large data set was available to select suit-
able patients for this study, not all of the suitable patients
had appropriate stored plasma samples available for study
investigations (301/364). In particular, 9/76 (11.8%) patient

samples of group A (IR <50 CD4* cells/ul), 25/140 (17.9%)
of group B (IR 100-200 CD4" cells/pl) and 29/148 (19.6%)
of group C (IR >200 CD4* cells/ul) were unavailable. The
fact that a plasma sample was not available from all patients
who met the inclusion and exclusion criteria for this analysis
leads to a risk of a selection bias. When comparing the two
groups of patients meeting the inclusion criteria with and
without available plasma samples, no significant differences
were found for the median values of the investigated param-
eters. Only the comparison of the mean values revealed a
significant difference for the parameter immune response
(CD4* cell gain). After examination of the raw data, this
difference could mainly be attributed to individual outliers.
Therefore, we expect only a small influence of the selection
bias on our results, even if it cannot be completely excluded.

One further possible limitation of this retrospective analy-
sis is the sample distribution within the groups. Although the
sample size was sufficient to ensure statistical power, there
was no even sample distribution within the groups according
to CD4* cell gain, as a smaller number of patients with a low
CD47 cell gain was available to be analyzed. This distribu-
tion can be attributed to the confined number of patients
with limited extent of immune reconstitution in the RESINA
cohort. Other parameters possibly influencing the CD4* cell
recovery are the CD8" cell count or the CD4*/CD8" ratio,
co-infections as Hepatitis B or Hepatitis C or the treatment
regimen used to initiate cART. Unfortunately, the documen-
tation concerning these parameters by the participating cent-
ers was quite frequently incomplete. Thus, the parameters
were not analyzed systematically during this investigation.
Further interesting aspects that should be considered for hav-
ing a potential impact on IR are the time until viral suppres-
sion after initiation of cART or the number and frequency
of blips occurring during treatment. Those parameters are
to be considered during future prospective investigations to
further analyze the impact of TTV plasma level as predictive
marker for IR.

In conclusion, the high prevalence of TTV-DNA in blood
samples of HIV-1-infected patients provides the necessary
precondition for it being used as predictive marker for the
recovery of immune function. In this cohort, there was a sig-
nificant correlation between the baseline TTV plasma level
in combination with the CD4" cell count and the course of
IR. The combination of a high TTV plasma concentration
and low number of CD4" cells before treatment initiation
was associated with poor IR within the first year of cART.
The determination of the baseline CD4* cell count alone did
not predict immune reconstitution.

This study demonstrates the potential of TTV plasma load
as a predictive marker of the course of immune reconsti-
tution and as an additional surrogate parameter potentially
allowing a more detailed interpretation of retained or lost
immunocompetence in HIV-1-infected patients compared to
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the CD47 cell count alone. In combination with the baseline
CD4" cell count, the TTV DNA plasma level enables clini-
cians to predict the course of immune reconstitution, which
could help to provide guidance for individualized treatment
decisions as for example planning of indication and dura-
tion of prophylactic anti-infective treatments to prevent
opportunistic infections, to avoid unnecessary drug toxicity
or before initiating glucocorticoids in tuberculosis patients
with high risk of IRIS [48].
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3 Diskussion

Derzeit beruht die routinemaRige Therapiekontrolle einer HIV-Infektion, ihres Verlaufs sowie des
AusmaRes der verursachten Immunschwiche auf der Uberwachung von sogenannten
Surrogatparametern. Hierbei werden vor allem die Konzentration der HIV-RNA als MaR der
Virusreplikation sowie die Anzahl der CD4 positiven Zellen als Marker fiir den Immunstatus betrachtet.
Da die CD4-Zellzahl stets jedoch nur eine Art Momentaufnahme darstellt und das Ansprechen auf die
CART interindividuell sehr unterschiedlich sein kann, ist die Vorhersage der Immunrekonstitution
schwierig. Bei einem erhohten Risiko fiir Komplikationen, im Rahmen von Ko-Infektionen und Ko-
Therapien, ware die Prognose der Immunrekonstitution jedoch besonders hilfreich und ein pradiktiver

Marker wiinschenswert.

In der vorliegenden Arbeit wurde retrospektiv die TTVL als moglicher prognostischer Marker fiir die
Immunrekonstitution bei asymptomatischen HIV-infizierten Patientinnen vor Beginn einer
antiretroviralen Therapie untersucht. Dabei wurde lberprift, ob TTV neben der CD4-Zellzahl als

Parameter fiir die Uberwachung des Immunstatus genutzt werden konnte.

Entsprechend definierter Einschlusskriterien konnten 364 Patientinnen aus der RESINA-Kohorte
identifiziert werden, von denen 301 der Plasmaproben fiir die Studie zur Verfligung standen. In der
analysierten Gruppe von 301 Patientlnnen lag das mediane Alter der Kohorte lag bei 49 Jahren, wobei
die Geschlechterverteilung 78% Mannern aufwies. Diese Geschlechterverteilung ist vergleichbar mit
jener in Deutschland vorherrschenden mit einem Anteil von 80% mannlichen Patientlnnen im Jahr 2021,
wobei mit 79% homosexueller Geschlechtsverkehr der primire Ubertragungsweg ist. Infektionen im
Rahmen von heterosexuellem Kontakt (13%) oder intravendsem Drogenkonsum (7%) sind deutlich
seltener [79]. Im Gegensatz dazu liegt der weltweite Anteil bei Mdnnern mit HIV bei lediglich 45,6 %.
Dies ist vor allem durch die Unterschiede im Haupttransmissionsweg zu begriinden, welcher
beispielsweise in Subsahara-Afrika der heterosexuelle Geschlechtsverkehr ist [80]. Vor Beginn der cART
betrug die mediane HIVL in unserer Studie 48.394 Kopien/ml. Dies ist vergleichbar mit medianen

Viruslasten bei Therapie-naiven Patientinnen aus anderen Kohorten [81, 82].

TTV wurde in dieser Studie in 96,0% der analysierten Plasmaproben, die der RESINA-Kohorte
entstammen, nachgewiesen. Dies steht im Einklang zur hohen weltweiten Pravalenz, der
Grundvoraussetzung fir einen potenziellen pradiktiven Biomarker [22, 24]. Die mediane Viruslast von
TTV in dieser Kohorte war mit 5,37 logio Kopien/ml vergleichbar mit der von anderen

Hochrisikokohorten [31, 34, 83], gleichzeitig ist die Plasmakonzentration in unserer Studie von minimal 0
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bis maximal 9,3 logio Kopien/ml durch ein sehr breites Spektrum gekennzeichnet. Diese Bandbreite der
TTVL ist charakteristisch fiir Populationen mit erhohtem Risiko fir Immundefizienz wie dies auch bei
anderen Infektionserkrankungen der Fall sein kann [84-86]. Die negative Korrelation des TTV-
Plasmaspiegels und der Ausgangs-CD4+ Zellzahl, wobei niedrigere CD4-Zahlen mit héheren TTV-
Plasmawerten korrelieren, bestatigt die Beobachtungen aus friiheren Untersuchungen [24, 26, 34, 36,
47, 87, 88]. Im Gegensatz zu anderen Studien, wurde in dieser Analyse die initiale TTVL auch in Bezug
auf den longitudinalen Verlauf der CD4+-Zellen (vor Beginn der cART und nach einem Jahr) hin
ausgewertet. So konnte die TTVL als Marker der Immunrekonstitution untersucht werden. Serielle
Analysen mit wiederholten Messungen der genannten Parameter untermauern die inverse Korrelation
zwischen TTV-Titer im Plasma von HIV-Infizierten und CD4-Zahl [34, 86, 88]. Die Arbeitsgruppe um Thom
et al. [47] beschrieb hohere TTV-Titer in Knochenmark und Gewebe der Milz bei Patientinnen, deren
Infektion bis zum AIDS-Stadium vorangeschritten war, im Vergleich zu Patientinnen ohne AIDS-
definierende-Erkrankungen. Unklar ist jedoch, ob diese Aussagen auch auf Blutproben libertragbar sind.
Daten, die dezidiert die TTVL in verschiedenen Geweben und Kérperflissigkeiten vergleichen, liegen
derzeit nicht vor. Aufschlussreich ware hier die Betrachtung der Frage, ob Patientinnen mit einem
friheren Eintreten AIDS-definierender Erkrankungen bereits initial vor Therapiestart hohere TTVL
haben. Eine weitere Studie aus dem Jahr 2002 belegte, dass eine antiretrovirale Therapie zu einer
Verbesserung der immunologischen Reaktionen fiihrt, selbst bei Patientinnen, bei denen die Zahl der
CD4+ T-Zellen im Verlauf nicht weiter ansteigt [89]. Christensen et al. [87] zeigten die Korrelation einer
hohen TTVL mit einer geringeren Uberlebensrate auf, wobei TTV als unabhéngiger Pradiktor

eingeschatzt wird; eine Vorhersage bzgl. der Immunrekonstitution wurde hier nicht getatigt.

Die Korrelation zwischen der initialen TTVL vor Therapiestart und CD4+ Rekonstitution innerhalb des
ersten Jahres unter cART zeigte, dass PatientInnen mit einer verzogerten Immunrekonstitution
signifikant hohere TTV-DNA Konzentrationen im Blut aufwiesen. Es ware hilfreich, klinisch relevante
Grenzwerte flr die TTVL im Sinne eines Cutoffs festzulegen, die eine unmittelbare Zuordnung zu einer
definierten Risikogruppe ermoglichen. Zu diesen Risikogruppen wiirden Patientinnen zugeordnet
werden, die beispielsweise eine erhdhte Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von IRIS aufwiesen und
folglich mit direkten Handlungs- oder Therapieempfehlungen besser gescreent und therapiert werden
koénnten. Die Definition von Cutoff-Werten ware eine relevante Fragestellung im Rahmen von
Folgeprojekten. Als Konsequenz in der klinischen Routine kénnte die in dieser Studie gezeigte
Korrelation der TTVL mit der IR unter cART bedeuten, dass Patientinnen mit potenziell schlechter IR
haufiger zu Zwischenuntersuchungen einbestellt werden oder individualisierte Therapie- bzw.
Medikamentenkombinationen verwendet werden. Die Daten und Ergebnisse dieser Arbeit konnten

bereits als Grundlage fiir weitere Untersuchungen dienen, in denen der TTV-Titer als prognostischer
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Surrogatparameter getestet wird [55]. Die Analyse von Honorato et al. [90] hat die TTVL in Speichel als

prognostischen Marker flir die IR bei Patientinnen mit HIV evaluiert.

Vorliegende Koinfektionen kénnen sowohl einen Einfluss auf die HIV-Infektion selbst sowie auf das
Immunsystem haben als auch die Immunrekonstitution beeintrdchtigen [91-94]. Gleichzeitig konnten
Koinfektionen aber auch die TTVL selbst beeinflussen, daher wurde dies fiir die Daten von CMV, EBV und
HHV-8 analysiert [95]. Einen Einfluss von CMV, EBV und HHV-8 auf die TTV-Plasmaspiegel, wie er auch
bei immunsupprimierten Patientinnen nach hamatopoetischen Stammzelltransplantation beobachtet
wurde, konnte ausgeschlossen werden [42]. Es konnte jedoch eine inverse Korrelation zwischen der
initialen CD4-Zellzahl und der CMV-Plasmaviruslast beobachtet werden. In den Analysen von Schmitz et
al. [39] wurde CMV als proinflammatorisches und immunsuppressives Virus mit moglicher Modulation
der TTVL beschrieben. Insgesamt ist jedoch unklar, ob es sich hier nicht eher um einen Confounder

handeln kénnte.

Vorangegangene Untersuchungen zur TTVL im Blut von HIV-Positiven wiesen breite Schwankungen auf
[34, 47, 88]. Das beobachtete Spektrum ist jedoch vor allem auf die grofRe Varianz der TTVL
zuriickzufihren, die sowohl inter- als auch intraindividuell in Abhangigkeit von der Immunaktivitat stark
differieren kann [36, 96-98]. Zum jetzigen Zeitpunkt konnte eine Vielzahl an moglichen Einflussfaktoren
auf die TTVL identifiziert werden. Dabei sind vor allem patientenbezogene Variablen wie Lebensalter,
Geschlecht, Adipositas oder Ko-Infektionen zu nennen, aber auch laborchemische Determinanten sind
zu betrachten [39, 99, 100]. In unserer Studie konnte kein Zusammenhang von Alter oder Geschlecht zu
TTVL, HIVL oder IR hergestellt werden. Die Ergebnisse zur Assoziation von Lebensalter und Geschlecht
werden in der Literatur sehr heterogen dargestellt [24, 101]. Die meisten Menschen infizieren sich
bereits im Kleinkindalter mit TTV, ob dies jedoch durch maternale, vertikale Transmission geschieht und

ob dies einen relevanten Einfluss haben kdnnte, ist umstritten [102, 103].

Trotz einer vergleichsweise groRen Studienkohorte, sowie einer groRen Anzahl an untersuchten
Parametern gibt es in unserer Studie Limitationen. 1. Eingeschrdnkte Verfiigbarkeit von klinischen und
virologischen Parametern durch das retrospektive Studiendesign: Im Rahmen eines prospektiven
Studiendesigns konnen weitere Parameter, wie Koinfektionen, Therapieregime, Komedikationen oder
Komplikationen in die Analysen eingeschlossen werden, die retrospektiv nicht dokumentiert wurden
[39]. Dies kénnte zu einem besseren Verstandnis des Zusammenspiels von TTV-DNA Konzentrationen,
Immunstatus und Behandlungseffektivitat beitragen. 2. Singulare Analyse der TTV-DNA Level: In
Rahmen unseres Studiendesigns wurde die TTVL nur zu einem einzigen Zeitpunkt (vor Start der cART)
analysiert. Sequenzielle Analysen unter ART kdnnten zu einer genaueren Vorhersage der IR beitragen. 3.

TTV-Quantifizierung ohne Typisierung: Die Quantifizierung erfolge anhand eines PCR-Protokolls, welches
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in einer nationalen und internationalen Kooperation erarbeitet wurden. Die vorliegende Studie
beschrankt sich daher darauf, die TTV-DNA in der Kohorte zu quantifizieren, ohne zwischen
verschiedenen TTV-Genotypen zu differenzieren. Die Daten von Maggi et al., zeigten jedoch, dass
Personen, die mehrere TTV-Genogruppen in sich trugen, im Allgemeinen eine héhere Viruslast
aufwiesen [104, 105]. Gleichzeitig beschrieb Maggi et al. in einer anderen Publikation [106], dass TTV-
Infektionen mit mehreren Genotypen haufig vorkommen, wenngleich diese Beobachtung nach
aktuellem Stand der Wissenschaft nicht quantifiziert wurde. Eine Langsschnittstudie bei Kindern zeigte,
dass der Erwerb neuer Genotypen zu wiederkehrenden hohen Viruslasten fiihrt [97, 107]. Eine
Differenzierung der TTV-Genotypen in Bezug auf Immunrekonstitution bei HIV-Positiven kénnte die

Vorhersagekraft verbessern.

Zusammenfassend legt diese Studie die Grundlage fiir die potenzielle Verwendung des TTV-Plasmalevels
als Biomarker fiir die IR bei HIV-Infizierten. Die gewonnen Informationen kdnnten dazu beitragen,
personalisierte Therapiekonzepte zu entwickeln, die individuelle Behandlung zu steuern und praventive
Malnahmen zur Vermeidung opportunistischer Infektionen effektiver zu gestalten. Auch kénnte die
Vorhersage der IR dabei helfen, unnétige Arzneimittelnebenwirkungen zu vermeiden oder den Einsatz
von Glukokortikoiden bei Tuberkulose-Patientinnen mit einem hohen Risiko fiir IRIS besser zu planen

[76, 108].

Flr eine verlassliche und standardisierte klinische Anwendung von TTV als Biomarker sind jedoch
weitere Studien erforderlich. Ein prospektives Studiendesign mit einer ebenfalls groRen Kohorte konnte
einen klinischen Nutzen nachweisen, die Stratifizierung in Gruppen in Abhangigkeit des
Komplikationsrisikos unter cART sowie die Implementierung in die klinische Praxis erméglichen. Die
Analyse von TTV kdnnte somit einen weiteren Beitrag zur personalisierten Versorgung von Menschen

mit HIV liefern.
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