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1 Einleitung

24 Jahre nach der Isolierung des AIDS-Erregers am Institut Pasteur in Paris hat HIV durch
den unglaublichen Fortschritt in den Behandlungsmoglichkeiten in den westlichen
Industrienationen viel von seinem Schrecken verloren. Dennoch sind HIV und AIDS
angesichts der hohen Privalenzraten in Léndern Afrikas, Siidamerikas, Osteuropas und
Asiens sowie neuerdings wieder steigender Neuinfektionsraten in Deutschland nicht minder

aktuell (Seedat et al., epidemiologisches Bulletin 2007).

Des Weiteren schaffen bessere Behandlungsmoglichkeiten neue, bis vor kurzem unbekannte
Probleme hinsichtlich Nebenwirkungen, und leider eine geringere Akzeptanz von Privention

in der Bevolkerung.

Darum sind auch zukiinftig Bemiihungen um Aufkldrung und Prévention, Forschung und
Schaffung von Zugangsmoglichkeiten zu effektiver Behandlung fiir mehr Menschen
unabdingbare Voraussetzungen dafiir, dass die wissenschaftliche Erfolgsgeschichte HIV auch

zu einem humanitdren Erfolg werden kann.

1.1 Die Geschichte der HIV-Infektion

HIV entstand vermutlich durch eine Ubertragung des Simian Immunodeficiency Virus (SIV)

vom Affen auf den Menschen (Kanki et al., 1986).

Anfang der 80er Jahre des vergangenen Jahrhunderts wurde in den USA erstmalig iiber eine
Haufung sonst selten beobachteter Erkrankungen bei jungen, bis dato gesunden
homosexuellen Mannern berichtet (CDC 1982a; 1982b). Sehr schnell wurde als Ursache eine
erworbene Immunschwiche definiert, die den Namen Acquired Immunodeficiency Syndrome
(AIDS) erhielt. Darunter wurden seltene, lebensbedrohliche Infektionen durch Erreger, die
beim Gesunden keine Symptome hervorrufen, zusammengefasst. Bald zeigten sich auch Félle
bei i.v.-Drogenabhéngigen (CDC 1982f) und Patienten, die wiederholt Fremdblutprodukte
(CDC 1982c; CDC 1982d) erhalten hatten, was den Verdacht nahe legte, die Immunschwiche

wiirde von einem durch Blut- und Sexualkontakte iibertragbaren infektidosen Agens ausgeldst.

1983 gelang einer Forschungsgruppe am Institut Pasteur in Paris die Isolation des Erregers,
der damals als Lymphadenopathievirus (LAV) bezeichnet wurde. Kurz darauf lie§ sich der
Zusammenhang zwischen LAV (HIV) und AIDS nachweisen. AIDS war damit als

Infektionskrankheit identifiziert (Barré-Sinoussi et al., 1983).
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Nach der Einfiihrung der ersten HIV-Tests zeigte sich, dass viele Menschen Virus-
Antikorper, jedoch keinerlei Symptome haben (Pitchenik et al., 1983). Die Entdeckung, dass
zwischen Infektion und Ausbruch der Erkrankung Jahre liegen konnen, in denen ein
Krankheitstrdger die Erkrankung nichtsahnend weitergibt, fithrte zu {iberhdhten
Infektionsratenhochrechnungen — man rechnete mit einer jéhrlichen Verdoppelung der Anzahl
der AIDS-Fille, die es faktisch in Deutschland nur bis 1987 gab (Kamps, 2005). Die
apokalyptische Stimmungslage wurde noch dadurch verstirkt, dass HIV zunehmend auch bei
Personen gefunden wurde, die nicht aus den klassischen Risikogruppen (ménnliche
Homosexuelle, i.v.-Drogenabhidngige und Empfianger von Blutprodukten) stammten (CDC
1982¢; Cowan et al., 1984; Piot et al., 1984). Man erkannte, dass die Ubertragungsraten bei

heterosexuellem Geschlechtsverkehr deutlich hoher sind als bis dato angenommen.

1987 wurde der nukleosidische Reverse-Transkriptase-Hemmer Azidothymidin (Zidovudin)
als erstes HIV-Medikament eingesetzt. Die anfdngliche Euphorie (Fischl et al., 1990;
Volberding et al., 1990), endlich eine antiretrovirale Therapie (ART) gefunden zu haben,
déampfte sich allerdings bald angesichts mangelnden Behandlungserfolges der Monotherapie.
Die Therapieresultate wurden auch durch die Einfiihrung von Zalcitabin, Didanosin und
Stavudin oder durch Zweifachkombination nicht oder nur voriibergehend verbessert

(Hamilton et al., 1992; Volberding et al., 1995; Delta Coordinating Committee, 1996).

Eine Kombinationstherapie mit verschiedenen Substanzklassen wurde schon friith als
erfolgversprechende Strategie diskutiert (Ho, 1995). Den Durchbruch erbrachte die
Einfiihrung der Protease-Inhibitoren ab 1995 (Ho et al., 1995; Cameron et al., 1998) und der
nicht-nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Hemmer ab 1996, welche die ,,Highly-Active
Antiretroviral Therapy* (Hochaktive, antiretrovirale Therapie, HAART als dreifach-
Kombinationstherapie aus meist zwei NRTI und einem PI oder NNRTI) moglich machten

(Kamps, 2005).

In der Freude dariiber, endlich eine auch langerfristig wirksame HIV-Therapie gefunden zu
haben, spielten Themen wie unerwiinschte Wirkungen der neuen Medikamente, Anzahl der
tiglich einzunehmenden Therapeutika und Complianceprobleme anfangs eine untergeordnete

Rolle.

Da HIV jedoch, anders als zu Beginn der ,,HAART-Ara“ vermutet, auch nach langjihriger
Behandlung weiter latent in Zellen vorhanden ist, muss man die HIV-Therapie heute als

lebenslange Behandlung einer chronischen Erkrankung betrachten. Patientenmotivation,
13



Therapievereinfachung (z.B. durch Verminderung der Tablettenzahl), Behandlung und vor

allem Prophylaxe von Nebenwirkungen stehen heute im Mittelpunkt.

1.2 Zielsetzung der Arbeit

Vielen Nebenwirkungen der antiretroviralen Therapie liegt einer heute allgemein anerkannten
Hypothese nach eine mitochondriale Funktionsstérung zugrunde (Chen et al., 1991; Chen und
Cheng, 1992; Brinkmann et al., 1999). Leider gibt es bisher noch keinen fiir die klinische
Routine tauglichen Test zur Funktionspriifung von Mitochondrien. Ein solcher Test sollte
neben einer moglichst hohen Sensitivitidt und Spezifitit auch einfach durchzufiihren und fiir

den Patienten moglichst risikoarm sein.

Der "*C-Methionin-Atemtest konnte sich als geeignete Methode erweisen, da mit ihm iiber
den mitochondrialen Methionin-Stoffwechsel nicht-invasiv die Funktion der hepatischen
Mitochondrien iiberpriift wird. Zudem wird als Tracer-Substanz eine nicht-radiokativ-
markierte essentielle Aminosdure eingesetzt, durch deren Aufnahme fiir die Probanden keine

gesundheitliche Beeintrachtigung zu erwarten ist.

Ziel dieser Arbeit ist es, zu iiberpriifen, ob der '“C-Methionin-Atemtest geeignet ist,
mitochondriale Funktionsstérungen, hervorgerufen durch NRTI, zu diagnostizieren und zu
tiberwachen, noch ehe klinisch sichtbare Nebenwirkungen auftreten, um gegebenenfalls

frithzeitig therapeutisch intervenieren zu kdnnen.

Ermutigende Studien mit dem Atemtest bei HIV-Patienten an kleinen Kollektiven mit
ausgewdhlten Probanden liegen bereits vor (Banasch et al., 2005; Milazzo et al., 2005). Ob
der Atemtest im Falle eines hinsichtlich Begleiterkrankungen und -medikationen geringer
selektionierten Kollektivs, das der typischen Klientel einer infektiologischen Ambulanz
entspricht, ein geeignetes Diagnostikum darstellt, soll in der vorliegenden Arbeit untersucht
werden. Zudem sollen die Einfliisse verschiedener klinischer und laborchemischer Variablen
auf den "“C-Methionin-Atemtest untersucht werden, um die Testergebnisse besser

interpretieren und einordnen zu kénnen.
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2 HIV-Therapie

2.1 Therapieprinzipien der HIV-Infektion

Grundsitzlich wird zur moglichst vollstdndigen Suppression der Virusneubildung heutzutage
immer mit einer Mehrfachkombination von meist drei Medikamenten aus mindestens zwei
unterschiedlichen Gruppen behandelt (Yeni, 2006). Diese ,,Highly-Active Antiretroviral
Therapy” (HAART) besteht iiblicherweise aus der Kombination von zwei nukleosidischen
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) mit einem nicht-nukleosidischen Reverse-

Transkriptase-Inhibitor (NNRTT) oder einem oder zwei Protease-Inhibitoren (PI).

Die Indikation zur Therapie einer HIV-Infektion wird wegen der Nebenwirkungen (siche
unten), von denen wahrend der jahrelangen Behandlung immer mehr Patienten betroffen sind,
zunehmend strenger gestellt und ergibt sich aus klinischen und laborchemischen (Viruslast,

CD4-Zellzahl) Faktoren (Yeni, 2006).

Die Therapie erfordert zur Erhaltung des Behandlungserfolges vom Patienten ein hohes Maf3
an Compliance, das v.a. durch frithe Aufkldrung und enge Zusammenarbeit mit dem Arzt
erreichbar ist. U.a. versucht man, die Tablettenzahl mittels Einsatz von geeigneten

Kombinationspréiparaten zu verringern, um die Einnahmetreue zu verbessern.

2.1.1 Substanzklassen und Wirkungsweisen

Die heute verfiigbaren antiretroviralen Medikamente verfolgen alle das Ziel, die Replikation
des Virus zu verhindern. Dabei gibt es die Moglichkeit, die reverse Transskription des Virus-
Genoms zu verhindern, in die Proteinmodifizierung einzugreifen oder das Eindringen des

Virus in die Zelle unmoglich zu machen.

2.1.1.1  Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Hemmer

Die nukleosidischen und nukleotidischen Reverse-Transkriptase-Hemmer (NRTI) stellen die
dlteste Substanzklasse unter den antiretroviralen Medikamenten dar. Nach wie vor bilden sie

die Basis fast jeder antiretroviralen Therapie (White, 2001; Yeni, 2006).

Threr chemischen Struktur nach dhneln sie den Bestandteilen der DNA und RNA, also Purinen
und Pyrimidinen. Von den natiirlichen Nukleosiden und Nukleotiden unterscheiden sie sich

durch Modifikationen am Zuckerbestandteil, der Ribose (Hoffmann, 2005) oder an der Purin-
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oder Pyrimindinbase (Kakuda, 2000). Sie sind Prodrugs, werden also erst im Kdrper zu ihrer
Wirkform aktiviert. Dies erfolgt in der Zelle durch mehrfache Phosphorylierung durch, je
nach Substanz unterschiedliche, zelleigene Kinasen (Kakuda, 2000; Walker, 2002).

Sie bewirken bei der reversen Transkription des HI-Virus-Genoms, also der Umschrift der
Virus-RNA in DNA, die dann in das Genom der Wirtszelle aufgenommen wird, einen
Kettenabbruch. Dieser beruht darauf, dass ihnen an Position 3" eine freie Hydroxylgruppe
fehlt, die zur Bildung einer glykosidischen Bindung mit der 5’-Phosphatgruppe eines weiteren
Nukleotids notig wire (Brinkmann et al., 1998). Die reverse Transkription kann nicht

fortgesetzt, und damit kdnnen letztendlich keine neuen Viruspartikel gebildet werden.

Die nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren ~ werden nach  hepatischer

Metabolisierung hauptsichlich renal ausgeschieden (Lemberg et al., 2002).

Ein groBBes Problem bei der Anwendung dieser Substanzen, abgesehen von den
Langzeitnebenwirkungen, auf die ich spdter eingehen werde, stellen mogliche

Kreuzresistenzen dar (Hoffmann, 2005).

2.1.1.2  Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Hemmer

Die nicht-nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Hemmer (NNRTI) sind seit Anfang der

1990er Jahre verfiigbar.

Angriffspunkt ist, wie bei den NRTI, das virale Enzym Reverse Transkriptase (RT). Im
Gegensatz zu den NRTI stellen die NNRTI aber keine fehlerhaften DNA-Bausteine dar.
Stattdessen inhibieren sie das Enzym durch nicht-kompetitive Bindung in der Ndhe der
Substratbindungsstelle fiir Nukleotide. Der hierbei entstehende Komplex stort die Bindung
von Nukleotiden an das aktive Zentrum, so dass die reverse Transkription erheblich
verlangsamt wird. NNRTI sind keine Prodrugs, sondern in der Zelle sofort aktiv (Hoffmann,

2005).

Die Verstoffwechselung erfolgt hepatisch iiber das Cytochrom-P-450-System, wobei

Interaktionen mit zahlreichen Medikamenten vorkommen (Lemberg et al., 2002).

Bei dieser Substanzklasse stellen Kreuzresistenzen ein grof3es therapeutisches Problem dar.
Es geniigt eine bestimmte Punktmutation an der Bindungsstelle fiir die NNRTI, um das Virus

unempfindlich fiir die gesamte Substanzklasse zu machen (Hoffmann, 2005).

16



Dennoch stellen die NNRTI insgesamt eine sehr wirkungsvolle antiretrovirale Therapie dar,
die zudem auch noch verhéltnismidBig gut vertrdglich ist. Nebenwirkungen treten
substanzspezifisch mit unterschiedlicher Héufigkeit auf und bestehen in (z.T. schweren)
zentralnervosen Storungen, Leberschiden, Dyslipiddmie, Gyndkomastie und allergischen

Exanthemen (Lemberg et al., 2002).

2.1.1.3 Protease-Inhibitoren

Protease-Inhibitoren (PI) sind ebenfalls seit den 1990er Jahren Bestandteil der HIV-Therapie
geworden. Auch sie benotigen keine Aktivierung, sondern entfalten ihre Wirkung unmittelbar

nach Aufnahme in die Zelle (Hoffmann, 2005).

Ihr Angriffspunkt ist die HIV-eigene virale Protease, die fiir die Ausreifung der Vorldufer-
Virus-Proteine GAG und GAG-POL zusténdig ist. Die reifen Proteine sind Bestandteile von
Matrix, Capsid, Nukleokapsid oder viralen Enzymen. Fiir die Bindung und proteolytische
Spaltung der Vorlduferproteine durch die HIV-Protease sind bestimmte Aminosédure-
Sequenzen (Asparagin — Phenylalanin — Prolin oder Asparagin — Tyrosin — Prolin) notwendig,
die unempfindlich gegeniiber Proteasen der Wirtszelle sind (Vigouroux et al., 1999).
Proteaseinhibitoren sind speziell so aufgebaut, dass sie an das aktive Zentrum gebunden
werden, ohne dass eine hydrolytische Spaltung erfolgt. Dadurch wird das Enzym kompetitiv
gehemmt und die Bildung infektioser Viruspartkel verhindert (Hoffmann, 2005; Vigouroux et
al., 1999).

Abgebaut werden alle PI hepatisch. Sie sind allesamt Inhibitoren des CYP3A4-Systems, so
dass entsprechende Interaktionen mit anderen Medikamenten zu beachten sind (Lemberg et

al., 2002).

Auch bei Proteaseinhibitoren bestehen ausgeprigte Kreuzresistenzen, welche die Therapie
ebenso erschweren konnen wie die Nebenwirkungen. Die wichtigsten unerwiinschten Effekte
bestehen in Dyslipiddmie, Lipodystrophie und gastrointestinalen Stérungen. Auflerdem gibt
es Hinweise auf durch PI verursachte sexuelle Dysfunktion (Hoffmann, 2005; Petit et al.,

2005).

2.1.14  Entry-Inhibitoren

Eine neue Errungenschaft in der antiretroviralen Therapie stellt die Klasse der Entry-

Inhibitoren dar.
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HIV benoétigt fiir seinen Eintritt in eine Wirtszelle Rezeptoren (CD4) und zusétzlich
verschiedene Co-Rezeptoren wie CXCR-4 und CCR-5. Durch Bindung an diese wird die
Fusion der Virushiille mit der Zellmembran ermdéglicht (Vigouroux et al., 1999). Die Gruppe
der Entry-Inhibitoren beinhaltet Medikamente, die entweder die Bindung an Rezeptoren, an
Co-Rezeptoren oder die Fusion von Virus und Wirtszelle hemmen. In Europa sind bislang nur
ein CCR-5-Rezeptorantagonist und T-20 zugelassen. T-20 ist ein Peptid, das durch Bindung
an das virale Glykoprotein 41 die Verschmelzung von Virus- und Zellmembran verhindert

(Hoffmann, 2005; Hoschele, 2006).

Auch hier reichen bereits Punktmutationen im Virusgenom fiir die Resistenzbildung aus,
jedoch scheinen die betreffenden Verdnderungen die Replikationsfdhigkeit des Virus zu
beeintrichtigen. Die Vertriaglichkeit ist relativ gut, jedoch traten unter Therapie mit T-20
vermehrt Lymphadenopathien, bakterielle Pneumonien und Septikédmien auf. Das wird mit

einer Wirkung von T-20 auf die Granulozyten erkléart (Hoffmann, 2005).

T-20 ist nur als Therapie bei Patienten zugelassen, bei denen Resistenzen gegen mehrere

andere HIV-Medikamente vorliegen.

2.2 Nebenwirkungen der nukleosidischen Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren und ihre
biochemischen Grundlagen

Die nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Hemmer haben eine Reihe von Nebenwirkungen,
die auf eine Storung der mitochondrialen Funktion zuriickgefiihrt werden (Chen et al., 1991;
Chen und Cheng, 1992; Brinkmann et al., 1998; Kakuda, 2000; Moyle, 2000; Foli et al.,
2001; Lafeuillade et al., 2001; Walker und Brinkmann, 2001; Walker et al., 2002; White,
2001; Coteé et al., 2002; Lemberg et al., 2002; Lewis, 2003; Nolan et al., 2003; Cosarriza und
Moyle., 2004; Fleischer et al., 2004; Montaner et al., 2004).

2.2.1 Mitochondriale Funktion

Mitochondrien sind Bestandteile aller menschlichen Zellen mit Ausnahme der Erythrozyten.
Sie sind Organellen mit Doppelmembran, eigener doppelstrangiger zirkuldrer DNA mit 16
569 Basenpaaren und mitochondrienspezifischer Transkription, Translation und eigenem

Proteinstoffwechsel (Kakuda, 2000; Cossarizza und Moyle, 2004). Das unterstiizt die
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Hypothese, dass es sich bei ihnen urspriinglich um Mikroorganismen handelt, die mit

eukaryonten Zellen in symbiontische Beziehung traten (Kakuda, 2000).

Gesunde Mitochondrien erfiillen eine Reihe von Funktionen. An erster Stelle steht die
Gewinnung von Energie in Form von ATP durch den oxidativen Stoffwechsel von Fettsduren
und Glukose. Dariiber hinaus haben sie wichtige Aufgaben bei der Apoptose (Kakuda, 2000;
Basafiez und Zimmerberg, 2001; Pollack und Leeuwenburgh, 2001). Thre mitochondriale
DNA kodiert u.a. fiir einen Bestandteil des Proteinkomplexes, der fiir die oxidative
Phosphorylierung zustindig ist (Cossarizza und Moyle, 2004). AuBlerdem findet hier die
Synthese von Him, Gallensiduren, Ostrogen und Testosteron statt sowie auch die
Ammoniakentgiftung, der Cholesterin- und Ethanol-Stoffwechsel. Auch bei der Regulierung
des Calciumhaushalts der Zelle sind Mitochondrien beteiligt (Kakuda, 2000).

Mitochondrien werden fast ausschlie8lich maternal vererbt. Thre DNA kodiert fiir 13 Proteine,
22 Transfer-RNAs und zwei ribosomale RNA-Molekiile (12S und 16S-Ribosomen) und
macht etwa 2% des gesamten DNA-Gehalts einer Zelle aus (White, 2001). Mitochondriale
DNA (mtDNA) enthélt, anders als zellulire DNA, kaum Introns, und wird nicht von Histonen
geschiitzt. Thre Replikation erfolgt unter Mithilfe verschiedener nukledr kodierter Proteine
durch die Polymerase y (Kakuda, 2000; Cossarizza und Moyle, 2004). Dabei handelt es sich
um ein Enzym, das von nukledrer DNA kodiert wird und wesentlich anfélliger fiir
Replikationsfehler ist als die Polymerasen, die die Vermehrung der nukledren DNA steuern.
Es verfiigt auch nicht iiber die gleichen ausgefeilten Reparaturmechanismen. So entstehen bei
der Replikation der mitochondrialen DNA etwa zehnmal so viele Mutationen wie bei der
Replikation zelluldrer DNA, und in einer Zelle konnen mtDNA-Molekiile in verschiedenen

Varianten vorliegen (Heteroplasmie) (Kakuda, 2000).

2.2.2 Mitochondriale Funktionsstorungen unter HIV und
ART

Die mitochondriale Funktion kann durch viele verschiedene Faktoren beeintrachtigt werden.
So gaben zum Beispiel erbliche Krankheiten, deren klinische Auspriagung auf der gestorten
Funktion der Mitochondrien beruht, den ersten Einblick in die Konsequenzen mitochondrialer

Dysfunktion.

Im Folgenden sollen Stérungen, die durch externe Noxen, ndmlich einerseits antiretrovirale

Medikamente (insbesondere NRTI), andererseits aber auch durch das humane
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Immundefizienzvirus selbst verursacht werden konnen, mit den Hypothesen, die zu ihren

Entstehungsmechanismen existieren, beschrieben werden.

2.2.2.1  Die Polymerase-y Hypothese

Heute wird die Inhibition der Polymerasey durch nukleosidische Reverse-Transkriptase-
Hemmer als entscheidender Pathomechanismus zur NRTI-induzierten mitochondrialen

Toxizitdt angesehen.

In eukaryonten Zellen gibt es fiinf verschiedene Polymerasen, die fiir die Bildung neuer
DNA-Striange verantwortlich sind. Sie werden mit den griechischen Buchstaben a, 3, y, 6 und
¢ klassifiziert. Fiir die Transkription der zelluldiren DNA sind vor allem Polymerase o und ¢

zustindig, Polymerase B und & fungieren als Reparatur- und Korrekturenzyme (Kakuda,

2000).

Mitochondriale DNA wird von der Polymerase y repliziert, einer DNA-abhingigen DNA-
Polymerase mit einer 5°-3’-Polymerase-Aktivitdt und einer 3’-5’-Exonuklease-Aktivitdt (Lee
et al., 2003). Sie weist eine deutlich hohere Fehlerquote auf als die fiir die Replikation der
zelluldaren DNA verantwortlichen Enzyme, und ihre Korrekturfahigkeit ist geringer (White,
2001), so dass Mutationen, die durch ,,Lesefehler der Polymerase entstehen, mit geringerer
Wabhrscheinlichkeit behoben werden und somit eher zu Funktionsbeeintrachtigung fiithren als

bei nukledrer DNA.

In verschiedenen Studien hat sich gezeigt, dass nukleosidische Reverse-Transkriptase-
Hemmer nicht nur die Reverse Transkriptase, sondern in vitro auch Polymerase 3 und y (und
in sehr geringen Ausmal} auch o und €) kompetitiv hemmen (Huang et al., 1990 und 1992;
Parker et al., 1991; Gray et al., 1995). Ob der Inhibition der Polymerase 3 eine klinische
Bedeutung zukommt, ist noch unklar. Neben der kompetitiven Hemmung der Polymerase y
werden als mogliche Mechanismen ein félschlicher Einbau von Nukleosidanaloga in die
mitochondriale DNA mit resultierenden Kettenabbriichen und eine Beeintrichtigung der
Replikations-Zuverlédssigkeit und der Korrekturmechanismen (durch Hemmung der
Exonuklease-Aktivitit der Polymerase y) mit Persistenz der Nucleosidanaloga in der
mitochondrialen DNA diskutiert (Lewis et al., 2003; Bienstock und Copeland, 2004; Kohler
und Lewis, 2006). Einer oder eine Kombination mehrerer dieser Mechanismen fiihrt zu einer

Verminderung des Gehalts an mitochondrialer DNA in den Zellen und damit zu Stérungen
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der mitochondrialen Funktion, vor allem einer Hemmung der Atmungskette (Brinkmann et
al., 1998 und 1999; Kakuda, 2000; Dalakas et al., 2001; Foli et al., 2001; Lafeuillade et al,
2001; Walker und Brinkmann., 2001; Walker et al., 2002; White, 2001; Co6té et al., 2002; Joly
et al., 2002; Nolan et al., 2002; Dieterich, 2003; Lewis, 2003; Cossarizza und Moyle, 2004).
Aufgrund dieser Erkenntnisse nimmt man auch in vivo die Stérung der Funktion der
Polymerase y als Ursache fiir vielfdltige, mitochondrial verursachte Nebenwirkungen der

NRTI an.

Nicht alle NRTI hemmen die Polymerase y in gleichem Mafle. Vor allem fiir die sogenannten
,»d-drugs® Zalcitabin, Didanosin und Stavudin hat sich eine ausgeprigte Wirkung auf das
Replikationsenzym gezeigt. Fiir Lamivudin, Zidovudin, Abacavir und Tenofovir besitzt die
Polymerase y eine deutlich geringere Affinitdt. (Chen et al, 1991; Parker et al., 1991; Gray et
al., 1995; Kakuda, 2000; Birkus et al., 2002; Walker, 2002). Zalcitabin, Didanosin und
Stavudin werden somit mit hoherer Wahrscheinlichkeit in die mitochondriale DNA
inkorporiert als Lamivudin, Zidovudin, Abacavir und Tenofovir. Lamivudin und Tenofovir
werden (anders als Zidovudin und Abacavir) zudem auch leicht durch die Exonuklease-
Aktivitdt der Polymerase yerkannt und entfernt (Gray et al., 1995; Lewis et al., 2003;
Bienstock und Copeland, 2004; Kohler und Lewis, 2006).

Dartiber hinaus sind auch nicht alle Gewebe gleichermallen anféllig fiir die Inhibition der
Polymerase y. Es spielen Unterschiede in der Gewebspermeabilitit, zellspezifischen
Aktivierung und Deaktivierung, Aufnahme in die Mitochondrien, die gewebsabhingige
Menge an gespeicherten Nukleotiden, gewebsspezifische Polymorphismen in der
mitochondrialen DNA-Polymerase y und vor allem das Mal} der Abhéngigkeit eines Gewebes
vom oxidativen Stoffwechsel eine Rolle (Chen et al., 1991; Kakuda, 2000; Cherry et al.,
2006; Hoschele, 20006).

Auch scheint eine gewisse genetische Prédisposition fiir die Empfindlichkeit fiir

mitochondriale Toxizitdt durch NRTI zu bestehen (Lewis et al., 2003).

Die Verminderung der mitochondrialen DNA ist aulerdem von der Hohe der Dosis und der
Anzahl der eingesetzten verschiedenen NRTI abhidngig. Hohere NRTI-Dosen fiihren zu einer
deutlicheren Abnahme an mtDNA. Wird mehr als ein NRTI eingesetzt, konnen sich die
toxischen Wirkungen addieren und verstiarken (Walker et al., 2002; Reiss et al., 2004). Auch
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eine Behandlung mit Ribavirin oder eine Hepatitis-Co-Infektion fithren zu einer gesteigerten

mitochondrialen Toxizitdt (Lafeuillade et al., 2001; Fleischer et al., 2004).

2.2.2.2  Andere Hypothesen zur mitochondrialen Toxizitit

Neben der Polymerase y-Hypothese werden auch alternative Pathomechanismen zur

Entstehung der mitochondrialen Toxizitét diskutiert.

Oxidativer Stress durch vermehrte Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, wie Superoxid,
Wasserstoffperoxid, Lipidperoxide, Hydroxylradikale und Peroxynitrit, wéhrend der
oxidativen Phosphorylierung unter Behandlung mit NRTI, fiihrt zu DNA-Schidden (de la
Asuncién et al., 1998; Szabados et al., 1999; Kakuda, 2000; Lewis, 2003; Kohler und Lewis,
20006). Bereits die HI'V-Infektion an sich bedingt vermehrten oxidativen Stress (Lewis et al.,
2003). Durch Sauerstoffradikale verursachte Mutationen sind an der mitochondrialen DNA
ausgeprigter und bleiben ldnger erhalten als an der nuklediren DNA, was bei dauerndem
oxidativen Stress zu einer Depletion an funktionsfahigen Mitochondrien und damit einer

Storung der mitochondrialen Funktion fiihren kann (Yakes et al., 1997).

Es konnte aullerdem gezeigt werden, dass auch andere Enzyme, nicht nur die DNA-
Polymerasen, von nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Hemmern inhibiert werden konnen,
z.B. die Adenylatzyklase und der mitochondriale ATP-ADP-Austauscher (Barile et al., 1994
und 1997).

Auch eine Entkoppelung der Elektronen-Transportkette von der ATP-Synthese bei der
oxidativen Phosophorylierung wird als Mechanismus diskutiert (Modica-Napolitano, 1993).

Aber auch das humane Immundefizienvirus selbst ist eine mitochondriale Noxe und kann
tiber eine Zerstérung der Mitchochondrien den programmierten Zelltod virusbefallener Zellen
auslosen. Das virale Protein R steigert in hohen Konzentrationen entweder tiber Interaktionen
mit dem Permeability Transition Pore Complex (PTPC), der aus einem spannungsabhéngigen
Anionen-Kanal in der &uBleren Mitochondrienmembran und dem Adenin-Nukleotid-
Austauscher der inneren Membran besteht (Jacotot et al., 2001), oder durch direkte
Interaktionen mit der Lipid-Doppelschicht (Basafiez und Zimmerberg, 2001) die Permeabilitdt
der Mitochondrienmembranen. Das fiihrt zur Entkoppelung des ATP-Transports von der
Atmungskette, zu Matrixschwellung und letztendlich Apoptose. Man nimmt an, dass

hierdurch eine zu schnelle Virusausbreitung, zu rasche Krankheitsprogression und ein zu
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frither Tod des Wirtsorganismus verhindert werden sollen, da das parasitire Virus alleine

nicht infektions- und vermehrungsfihig ist.

223 Klinische Erscheinungsformen

Die vielfiltigen Symptome und krankhaften Zustinde, die durch mitochondriale Noxen
ausgelost werden konnen, entstehen selten akut. Meist handelt es sich um Folgen einer
chronischen Exposition. Fiir die unterschiedlichen klinischen Bilder bestehen Assoziationen

mit bestimmten Medikamenten.

2.2.3.1  Hyperlaktatamie und Laktatazidose

Eine Erhohung des Laktatspiegels im Blut ohne Symptome ist eine relativ hdufige
Nebenwirkung der Therapie mit Nukleosid-Analoga. Die akute und lebensgefdhrliche
Laktatazidose ist dagegen selten (Moyle, 2000; Boubaker et al., 2001; White, 2001; ter
Hofstede et al., 2003; Walker, 2002; Dieterich, 2003; Cossarizza und Moyle., 2004; Montaner
et al., 2004). Haufig sind Laktaterh6hungen unter NRTI-Therapie mit Steatosis hepatis und
einem Anstieg der Leberenzyme assoziiert (Dagan et al., 2002). Selten wird auch ein akutes
Leberversagen beobachtet. Das Risiko steigt mit einer Hepatitis-Co-Infektion und

hepatotoxischer Begleitmedikation (Dieterich, 2003).

Es konnte gezeigt werden, dass eine Erh6hung des peripheren Laktat-Spiegels im Blut mit
einer Verminderung des Verhéltnisses von mitochondrialer zu nukledrer DNA assoziiert ist,
was fiir eine mitochondrial bedingte Genese spricht (Montaner et al., 2004). Durch die
Storung des oxidativen Stoffwechsels und die Verminderung der funktionsfahigen

Mitochondrien wird Pyruvat vermehrt durch anaerobe Glykolyse zu Laktat abgebaut.

Laktat wird im gesunden Organismus iiber die Leber und die Nieren ausgeschieden und wird
normalerweise im Bereich von etwa 0,6-2,4 mmol/L konstant gehalten (Dagan, et al., 2002).
Eine bestehenden Leberfunktionsstorung oder Niereninsuffizienz begiinstigt die Entstehung
einer Hyperlaktatimie und Laktatazidose (White, 2001; Murphy et al., 2003). Als weitere
Risikofaktoren sind beschrieben: Therapie mit Stavudin (Boubaker et al., 2001; John et al.,
2001; White, 2001), Hepatitis-Co-Infektion, korperliche Anstrengung und andere
mitochondrial verursachte Nebenwirkungen, v.a. ein begleitendes Lipodystrophiesyndrom.

Als weitere Risikofaktoren werden dariiber hinaus auch Adipositas, weibliches Geschlecht
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und Schwangerschaft angefiihrt. Hieriiber existieren allerdings keine eindeutigen Daten.

(Moyle, 2000; Dieterich, 2003).

Die Symptome der Laktatazidose sind unspezifisch: Ubelkeit, Erbrechen, Bauchschmerzen,
Miidigkeit und Gewichtsverlust. Die Leber kann vergroBert und druckempfindlich sein. Im
weiteren Verlauf finden sich mit zunehmender Azidose Atemnot, Tachypnoe,
Hyperventilation, Leber — und/oder Nierenversagen, Storungen der Blutgerinnung,
epileptische Anfille und Herzrhythmusstérungen. Ein tddlicher Ausgang ist nicht selten

(Moyle, 2000; Dagan et al., 2002).

Die Therapie einer NRTI-induzierten Laktatazidose besteht v.a. im Aussetzen der
Nukleosidanaloga, Ausgleich des Sdure-Basenhaushalts und ggf. Hémofiltration. Nicht
gesichert ist der Nutzen von Antioxidantien und Co-Faktoren der oxidativen
Phosphorylierung wie Riboflavin, Thiamin, Carnitin, Coenzym Q, Dichloroacetat, Biotin,
Pyridoxin und vielen anderen mehr, jedoch werden sie aufgrund der grundsétzlich begrenzten
therapeutischen Moglichkeiten und ihrer geringen Nebenwirkungen versuchsweise eingesetzt

(Moyle, 2000; Dieterich, 2003).

2.2.3.2  Lipodystrophie-Syndrom

Die Lipodystrophie ist eine klinisch sichtbare Fettverteilungsstérung, die gehduft bei HIV-
Patienten unter HAART auftritt und mit metabolischen Verdnderungen assoziiert ist. Typisch
ist eine Lipoatrophie an den Extremititen und im Gesicht und eine Lipoakkumulation am
Stamm und im Nacken. Lipoatrophie und Lipoakkumulation kénnen kombiniert oder isoliert
voneinander auftreten, und werden in der Literatur hdufig als zwei verschiedene Entititen
betrachtet (Saint-Marc et al., 2000). Die beschriebene Fettumverteilung wurde zuerst im
Zusammenhang mit Protease-Inhibitoren beschrieben, doch gibt es inzwischen viele Hinweise
auf eine Assoziation von Therapie mit NRTI und dem Lipodystrophiesyndrom, auch
unabhéngig von PI-Therapie (Brinkmann et al., 1999; Saint-Marc et al., 1999 und 2000; Carr
et al., 2000; Mallal et al., 2000; van der Valk et al., 2001; Walker und Brinkmann, 2001;
Nolan et al., 2003; Grinspoon und Carr, 2005).

Das Lipodystrophiesyndrom tritt meist bei Patienten unter HAART auf und korreliert nicht
mit der HI-Viruslast, so dass ecine Assoziation mit der HIV-Infektion an sich

unwahrscheinlich ist (ter Hofstede et al., 2003).

24



Die Diagnose des Lipodystrophiesyndroms kann heute anhand des Lipodystrophy Case
Definition Score validiert werden. Aus den Parametern Geschlecht, Infektionsdauer, HIV-
Stadium, Verhiltnis von Taillen- zu Hiiftumfang, der Anionenliicke, dem HDL-Cholesterol-
Level, dem Verhiltnis von Korperstammfett zu peripherem Fett (gemessen mit DEXA-Scan),
dem Beinfettprozentanteil (mit DEXA-Scan) und dem Verhiltnis von intra- zu extra-
abdominellem Fett (mit CT-ermittelt) ergibt sich ein Punktwert, der einen objektiven Malstab
fiir das Vorliegen eines Lipodystrophiesyndroms darstellt (Carr et al., 2003). Dieses
Verfahren ist jedoch sehr aufwendig, weshalb die Diagnose in den meisten Fillen klinisch

gestellt wird.

Zur Friihdiagnose gibt es Versuche, Verdnderungen im Stoffwechsel der Adipozyten und
ithrer mitochondrialen DNA durch Inkorporation von Deuterium mittels Massenspektrometrie
zu erfassen, um noch vor Entstehung klinischer Symptome therapeutisch eingreifen zu

konnen (Hellerstein, 2003).

2.2.3.2.1 Ursachen und molekulare Mechanismen

Als Ursache fiir die Protease-Inhibitor-induzierte Lipodystrophie ist eine Inhibition von
Regulationsproteinen der Adipozytendifferenzierung vorgeschlagen worden, die eine partielle
Homologie mit dem aktiven Zentrum der HIV-1-Protease aufweisen, an das alle
Proteaseinhibitoren binden. PI konnten so die durch das Cellular Retinoic Acid-binding
Protein I (CRABP I) modifizierte und durch Cytochrom P450-3A-vermittelte Synthese von
Retinoid X Receptor (RXR) und Peroxisome Proliferator-activated Receptor y (PPAR-y)
hemmen. Diese Inhibition fiihrt zu erhéhter Apopotose-Rate bei Adipozyten und geringerer
Fettzellausreifung, verbunden mit vermehrter Lipidfreisetzung (Carr et al, 1998; ter Hofstede
et al., 2003). Bindung von Proteaseinhibitoren an Low-density Lipoprotein Receptor-related
Protein wiirde zu verminderter hepatischer Chylomikronen-Aufnahme und endothelialer
Triglyzerid-Clearance, und damit zu Hyperlipiddmie und Insulinresistenz fithren (Carr et al.,
1998; ter Hofstede et al., 2003). Durch Proteaseinhibitor-Therapie verminderte Expression
des Sterol Regulatory Enhancer-binding Protein 1 (SREBP-1) fiihrt in vitro zur Behinderung
von Lipogenese und Differenzierung von Fettzellen (Brinkmann et al., 1999; Bastard et al.,

2002; Grinspoon und Carr, 2005).
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Auch Einfliisse des autonomen Nervensystems auf das Fettgewebe werden diskutiert, da
parasympathische Stimulation des Fettgewebes zur Aufnahme von Glukose und freien

Fettsdauren, und damit zu Fettgewebszunahme fiihrt (Kreier et al., 2002).

Es gibt viele Hinweise dafiir, dass nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
Lipodystrophie durch ihre Wirkung auf die Mitochondrien verursachen. In Proben aus dem
subkutanen Fettgewebe von Patienten unter NRTI-Therapie zeigte sich eine statistisch
signifikante Verminderung der Anzahl an Kopien der mitochondrialen DNA verglichen mit
seronegativen und therapienaiven, seropositiven Kontrollpersonen. Dabei hatten Patienten
unter Stavudin-Therapie gegeniiber Patienten unter Zidovudin einen signifikant geringeren
mitochondrialen DNA-Gehalt (Nolan et al., 2003; Buffet et al., 2005), aber als Ausdruck einer
reaktiv-verstirkten mitochondrialen Proliferation eine erhohte mitochondriale Masse (Nolan
et al., 2003). Eine klinische Ahnlichkeit mit den beiden Typen des Madelung-Syndroms
(multiple symmetrische Lipomatose), das durch Defekte der Atmungskette aufgrund von
Mutationen in der mitochondrialen DNA verursacht wird, spricht ebenfalls fiir eine

mitochondriale Genese (Brinkmann et al., 1999; Walker und Brinkmann, 2001; White, 2001).

Mitochondriale Toxizitét fiihrt in der Folge zur Apoptose vor allem der peripheren weillen
Fettzellen, die nur eine verhéltnisméBig geringe Menge an Mitochondrien und einen relativ
langsamen Stoffwechsel haben, und in der Folge zur vermehrten viszeralen Fettansammlung,

da die viszeralen Adipozyten einen hoheren Mitochondrien-Gehalt aufweisen (Moyle, 2000).

Die Ausprigung von Lipoakkumulation oder —atrophie mag auch von unterschiedlichem
Sauerstoffgehalt im Gewebe abhidngen. In mit NRTI behandelten Praadipozyten und
Adipozyten lieB sich eine signifikante Verringerung des Gehalts an mitochondrialer DNA
unter Normoxie nachweisen, die unter hypoxischen Bedingungen nicht auftrat. Die
Ausreifung der Pridadipozyten war unter Hypoxie gestort, nicht jedoch die Fahigkeit zur
Adipogenese, wie das in mit NRTI unbehandelten Zellen der Fall war. Hypoxie fiihrte
folglich in mit NRTI-behandelten Zellen zu Lipoakkumulation, Normoxie zu Verminderung

des Gehalts an mitochondrialer DNA (Gentil et al., 2006).

2.2.3.2.2 Lipoatrophie

Eine Verminderung des subkutanen Fettgewebes vor allem im Gesicht bis hin zu
kachektischem Aussehen, an den Extremitdten mit stirkerem Hervortreten der subkutan

gelegenen Venen, am GesiB, gelegentlich aber auch am Stamm, kennzeichnet die atrophe

26



Form des Lipodystrophiesyndroms. Es tritt sowohl unter Therapie mit Protease-Inhibitoren,
als auch unter PI-freien Therapieregimen auf (Brinkmann et al., 1999; Vigouroux et al., 1999;
Mallal et al., 2000; Grinspoon und Carr, 2005). Vor allem durch die faziale Atrophie kann die
lipoatrophe Form des Lipodystrophie-Syndroms an das AIDS-assoziierte Wasting-Syndrom

erinnern.

Unter den nukleosidischen Reverse- Transkriptase- Hemmern stellen Zidovudin, Didanosin
und vor allem Stavudin die groBten Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer Lipodystrophie
dar (Saint-Marc et al., 1999; Mallal et al., 2000; Nolan et al., 2002; Buffet et al., 2005). Heute
nehmen einige Autoren an, dass diese NRTI eine groflere Rolle fiir die Entwicklung einer

Lipoatrophie spielen als die Proteaseinhibitoren (Sternfeld, 2005).

Risikofaktoren fiir die Entstehung einer Lipoatrophie sind nach heutigen Erkenntnissen lange
Therapiedauer, hoheres Lebensalter, geringes Korpergewicht bei Therapiebeginn,
Therapiedauer, AIDS-definierende Erkrankungen, niedriger CD4-Nadir, hohe HI-Viruslast,
Exposition gegeniiber Stavudin und Co-Infektion mit Hepatitis C (Grinspoon und Carr, 2005;
Lichtenstein, 2005; Sternfeld, 2005).

Histologisch ist das Lipoatrophiesyndrom gekennzeichnet durch starke Variabilitit der
FettzellgroBe mit Vermehrung kleiner Adipozyten, lipid-beladene Makrophagen,
Adipozytenverlust mit erhaltenem Stroma und vermehrter Vaskularisation (Nolan et al.,

2003).

2.2.3.2.3 Lipoakkumulation

Vermehrte Anhdufung von Fettgewebe unter HAART tritt intraabdominal, dorsocervical {iber
der Wirbelsdule als sogenannter ,,Buffalo-hump* und in Form einer Gyndkomastie bei

Minnern oder Makromastie bei Frauen auf (Grinspoon und Carr, 2005).

Risikofaktoren hierfiir sind weibliches Geschlecht, Alkoholabusus, Therapiedauer, CD4-
Count, HI-Viruslast, Alter und Therapie mit Protease-Inhibitoren (Dieterich, 2003; Grinspoon
und Carr, 2005; Liechtenstein et al., 2005; Sternfeld, 2005).

2.2.3.2.4 Begleitende metabolische Storungen

Im Rahmen des Lipodystrophiesyndroms, aber auch isoliert davon, treten bei HIV-Patienten

unter HAART hiiufig metabolische Stdrungen auf. Ahnlich, wie beim metabolischen
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Syndrom, kommt es zu verminderter Glukosetoleranz, Insulinresistenz, Diabetes mellitus Typ
II und Fettstoffwechselstorungen im Sinne einer Hypercholesterinimie mit erhdhten LDL-
und verminderten HDL-Spiegeln, und einer Hypertriglyzeridamie (Vigouroux et al., 1999;
Cohan, 2000; Moyle, 2000; White, 2001; Cossarrizza und Moyle, 2004; Grinspoon und Carr,
2005). Diese metabolischen Verdnderungen treten sowohl unter Therapie mit bestimmten
Protease-Inhibitoren (Ritonavir, Indinavir), als auch unter NRTI-Therapie (speziell mit

Stavudin und Lamivudin) auf (Moyle, 2000).

Aufgrund dieser metabolischen Storungen steigt das Risiko fiir kardiovaskuldre Ereignisse fiir

Patienten unter HAART betrichtlich (Ball, 2003; Grinspoon et al., 2005).

2.2.3.2.5 Mogliche Therapieoptionen

Ein eventuelles Umsetzen von Stavudin auf alternative NRTI kann von Nutzen sein
(Dieterich, 2003; Cossarizza und Moyle, 2004). Therapie mit Wachstumshormon fiihrt zu
einer Verminderung des viszeralen, jedoch auch des peripheren subkutanen Fettes (Grinspoon
und Carr, 2005). Bei Lipoakkumulation ist Metformin eine Mdglichkeit (Sternfeld, 2005). Die
mitochondriale Funktionsstorung per se wird versuchsweise mit Uridin-Pridparaten behandelt
(Conolly und Duley, 1999). Zudem muss eine suffiziente Therapie der metabolischen

Komplikationen wie iiblich erfolgen.

2.2.3.3  Polyneuropathie

Im Zusammenhang mit HIV-Infektion und hochaktiver antiretroviraler Therapie werden
verschiedene Formen von Polyneuropathie beobachtet. Guillain-Barré-Syndrom, chronische,
inflammatorische ~demyelinisierende Neuropathie, Mononeuropathia multiplex und
Polyradikulopathie kommen vor, am héufigsten ist jedoch die distale sensorische periphere
Polyneuropathie (Luciano et al, 2003). Sie wird sowohl unter HIV allein, als auch unter

antiretroviraler Therapie mit Nukleosidanaloga beschrieben.

2.2.3.3.1 HIV-bedingte Polyneuropathie

Im Rahmen einer Infektion mit dem HI-Virus tritt hdufig eine sensorische periphere
Polyneuropathie auf. Die Inzidenz nimmt mit dem Grad der Immunsuppression zu (White,

2001).
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Untersuchungen, bei denen HIV-Genom im Nervus peronaeus betroffener Patienten gefunden
wurde, aus dem rekombinante Viruspartikel hergestellt werden konnten, die im Experiment
Stoffwechselprozesse in Nervenzellen signifikant nachweisbar behinderten, bekréftigen die
Hypothese, dass das Virus selbst Einfluss auf die peripheren Nerven nimmt (Jones et al.,

2005).

Eine pathophysiologische Rolle in diesem Prozess scheint dem viralen Glykoprotein 120
zuzukommen, das sich in picomolaren Dosen als toxisch fiir speziell sensible Nervenzellen

erwiesen hat (Keswani et al. 2003).

Klinisch zeigen sich vor allem Taubheitsgefiihle, Pardsthesien und Dysédsthesien, die sich von
distal nach proximal an den Beinen beginnend ausbreiten. In fortgeschrittenen Stadien konnen
die Reflexe abgeschwicht und auch die oberen Extremititen betroffen sein (Wulff und

Simpson, 1999).

2.2.3.3.2 NRTI-assoziierte Polyneuropathie

Die durch neurotoxische Effekte von NRTI bedingte periphere symmetrische Polyneuropathie
(PNP) kann hdufig schon nach wenigen Wochen Behandlung auftreten. Ihre Inzidenz steigt in
Abhéngigkeit von der Dosis (Moyle, 2000; Dalakas et al., 2001; White, 2001; Cossarizza und
Moyle, 2004).

Nicht alle NRTT haben sich als gleichermallen neurotoxisch erwiesen. Klinisch sind vor allem
Zalcitabin und Didanosin mit einer Neurotoxizitit assoziiert. Fiir Zidovudin, Lamivudin und
Abacavir ldsst sich eine Assoziation mit Polyneuropathie nicht konsistent nachweisen (Moyle,

2000; Dalakas, 2001).

Auch hier nimmt man als Ursache die mitochondriale Toxizitdt der Nukleosidanaloga an
(Moyle, 2000; Dalakas, 2001; Cossarizza und Moyle, 2004). Bei Patienten mit PNP unter
NRTI-Therapie wird eine Depletion an Acetyl-1-Carnitin beobachtet, das eine wichtige Rolle
in der mitochondrialen -Oxidation spielt, und dadurch, dass es die Freisetzung von Nerve
Growth Factor nach Verletzung peripherer Nerven fordert, einen neuroprotektiven Effekt hat

(Hart et al., 2004).

In Biopsien aus peripheren Nerven von NRTI-behandelten Patienten lassen sich eine
Verminderung an mitochondrialer DNA und morphologisch degenerative Verdnderungen der

Nervenzellen und der Mitochondrien nachweisen (Dalakas et al., 2001).
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Klinisch &uflert sich die NRTI-bedingte PNP durch ein symmetrisch auftretendes
Taubheitsgefiihl, Hyperdsthesie oder Dysédsthesie in  Form von  brennenden
Missempfindungen und einschieenden Schmerzen und Krampfen. Auch Temperatur- und
Vibrationsempfinden konnen betroffen sein, eventuell treten Gangschwierigkeiten aufgrund
eines Propriorezeptionsverlusts auf. Der Achillessehnenreflex kann abgeschwécht oder
ausgefallen sein, auch eine geringe Muskelschwiche in den Zehenextensoren wird

beschrieben (Moyle, 2000; Dalakas, 2001).

Eine klare Unterscheidung zwischen NRTI- und HIV-bedingter PNP ist anhand dieser
Symptome nicht mdglich. Richtungsweisend fiir die NRTI-bedingte periphere Neuropathie
konnen ein abrupter Beginn oder eine Verschlechterung nach Therapiebeginn, eine schnelle
Symptomprogression und Schmerzen sein, die bei HIV-bedingter PNP seltener auftreten
(Moyle, 2000; Dalakas, 2001; White, 2001; Dieterich, 2003; Cossarizza und Moyle, 2004).
Eine klare Zuordnung kann nur durch Symptomverbesserung meist innerhalb der ersten 6-8
Wochen nach Dosisreduktion, Therapieumstellung oder NRTI-Pause erfolgen, wobei es
typischerweise in den ersten zwei bis acht Wochen zum sogenannten ,.coasting®, einer

Symptomverschlechterung, kommt (Dalakas, 2001; Dieterich, 2003).

Risikofaktoren, die das Auftreten einer peripheren Polyneuropathie bei HIV-Patienten unter
HAART begiinstigen sind: Therapiedauer, Anzahl der eingenommenen antiretroviralen
Medikamente, niedrige CD4-Zell-Werte, hohere HI-Viruslast, hoheres Alter, vorbestehende
PNP anderer Atiologie, herabgesetzte Kreatinin-Clearance, Mangelerscheinungen,
Begleiterkrankungen, wie Diabetes, Vaskulitiden oder Alkoholismus und neurotoxische

Begleitmedikation (Moyle, 2000; Dalakas, 2001; White, 2001; Luciano et al., 2003).

2.2.3.3.3 Therapiemoglichkeiten

Die kausale Therapie der HIV-bedingten PNP besteht in der antiretroviralen Therapie,
wohingegen die NRTI-bedingte PNP mit HAART-Pause, oder — weil meist nicht moglich —
mit Therapieumstellung behandelt wird (Moyle, 2000; Dalakas, 2001; White, 2001).

Als neuroprotektiv, teils auch neuroregenerativ und effektiv symptomlindernd haben sich
Erythropoetin (Keswani et al., 2004; McArthur, 2004), Acetyl-L-Carnitin (Hart et al., 2004)

und rekombinanter Human Nerve Growth Factor (Dalakas, 2001; Dieterich, 2003) erwiesen.
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Als effektiv analgetisch haben sich Lokalandsthetika und topisch angewandte
Acetylsalicylsdure in Kombination mit Didthylither (White, 2001; Dieterich, 2003),
trizyklische Antidepressiva, Antikonvulsiva (v.a. Lamotrigin) erwiesen (Moyle, 2000; White,
2001; Dieterich, 2004). Zudem gibt es Versuche mit Capsaicin, Marihuana (McArthur, 2004),
Mexiletin (Dalakas, 2001) und Peptid T (Dieterich, 2003).

2.2.3.4  Myopathie

Eine Myopathie kann sowohl durch die HIV-Infektion, als auch durch HAART auftreten,
wobei beide Formen sich klinisch nicht unterscheiden (Dalakas et al., 1990; White, 2001).

Die NRTI-bedingte Myopathie ist dosisabhidngig, nach Therapieende meist reversibel und
betrifft primir die Skelettmuskulatur. Vor allem Zidovudin hat sich als myotoxisch erwiesen

(Moyle, 2000; White, 2001; Cossarizza und Moyle, 2004)

Klinisch duBert sich die Myopathie in Myalgien, proximaler Muskelschwiche, Ermiidung
sowie Muskelatrophien, die mit einer erhdhten Serum-Kreatinkinaseaktivitét einhergehen und
in seltenen Féllen bis zur Rhabdomyolyse fithren konnen. Das Herz kann in Form einer
hypertrophen Kardiomyopathie mitbetroffen sein (Szabados et al., 1999). Im EMG zeigt sich
eine geringere Fibrillationsdichte (Moyle, 2000).

Histologisch findet man in den Skelettmuskelzellen ,ragged red fibers® und abnorme
Mitochondrien mit parakristallinen Einschlusskorperchen, sowie einen Verlust an

mitochondrialer DNA (Dalakas et al., 1990; Arnaudo et al., 1991).

Aufgrund dieser Befunde konnte man auch hier die Ursache in der Inhibition der Polymerase
y vermuten. Allerdings besitzt Zidovudin ein hoheres myotoxisches Potential als Stavudin
oder Zalcitabin, obwohl diese die Polymerase y in vitro deutlich stirker inhibieren.
Stattdessen konnte gezeigt werden, dass Zidovudin eine muskelspezifische Toxizitdt aufweist.
Hier spielen wohl Interaktionen mit dem Succinattransport (Modica-Napolitano, 1993; Pereira
et al.,, 1998), der Cytochrom-c-Oxidaseaktivitit (McCurdy und Kennedy, 1998) und der
Cytochrom-c-Reduktaseaktivitit (Modica-Napolitano, 1993), Inhibition der Adenylatkinase
(Barile et al.,, 1994) und der NADH-Oxidase (Pereira et al., 1998), Carnitinverlust ,
Lipidakkumulation in den Muskelfasern (Dalakas et al., 1994) und oxidativer Stress (de la

Asuncion et al., 1998) eine groBere Rolle.
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Therapeutisch wird in erster Linie eine HAART-Umstellung durchgefiihrt, zusétzlich kdnnen
versuchsweise Antioxidantien wie Vitamin C und E (de la Asuncion et al., 1998) oder L-
Carnitin (Semino-Mora et al., 1994 a, b) eignesetzt werden. Persistierende Beschwerden

sprechen auf Prednisolon an (Moyle, 2000).

2.2.3.5 H:imatologische Verinderungen

In vitro konnten toxische Wirkungen von Zidovudin, Zalcitabin, Didanosin und Stavudin auf
hdmatopoetische Stammzellen beobachtet werden (Lutton et al., 1990; Faraj et al., 1994;
Dornsife und Averett, 1996; Fowler et al., 1996). Nicht alle Medikamente verursachen jedoch

die gleichen klinischen Bilder.

So wird Thrombozytopenie als Folge von Therapie mit Zidovudin (Luster et al., 1991),
Zalcitabin (Chen und Cheng, 1989; Luster et al., 1991) und Didanosin (Lor und Liu, 1993)
beobachtet, Neutropenie tritt unter Therapie mit Zidovudin und Zalcitabin auf (Volberding et
al., 1990; Luster et al., 1991; Brinkmann et al., 1998).

Fast immer kommt es unter ART insbesonder mit Stavudin und Zidovudin zur Makrozytose
der roten Blutkdrperchen, wohl durch Hemmung der Zellteilung der Vorgingerzellen (Eyer-
Silva et al., 2001; Volberding et al., 1990; Volberding et al., 1995). Makrozytdre Anidmie ist
eine Nebenwirkung der Therapie mit Zidovudin und Zalcitabin (Luster et al., 1991).
Deswegen wurde vorgeschlagen, das Mean Cellular Volume als Compliance-Marker zu

verwenden (Romanelli et al., 2002).

2.2.3.5.1 Pathogenese

Die Pathomechanismen hinter Neutropenie, Thrombozytopenie und Makrozytose sind unklar,
man vermutete flir Zidovudin einen Einbau in die DNA der unreifen Blutzellen (Sommadossi

etal., 1989).

Eine Vielzahl verschiedener Mechanismen ist fiir Pathogenese der Andmie vorgeschlagen
worden. Zidovudin und seine in der Leber gebildeten Metaboliten sind myelotoxisch (Cretton
et al, 1991) durch Hemmung der Himoglobinsynthese (Weidner et al., 1992), einerseits durch
Behinderung der Hamsynthese durch Inhibition der a-Aminoldvulinsdure-Synthetase (Lutton
et al., 1990), andererseits durch Stérung der B-Globin-Synthese (Spiga et al. 1999). Dariiber

hinaus wird Zidovudin direkt in die DNA von Knochenmarkszellen eingebaut (Sommadossi
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et al., 1989). Auch eine Down-Regulation von Erythropoetinrezeptoren und eine Inhibition
der Proteinkinase konnten in vitro festgestellt werden (Gogu et al., 1995). In Friend Murine
Erythroleukdmischen Zellen konnte auch eine Verminderung an mitochondrialer DNA und
eine Storung der oxidativen Phosphorylierung festgestellt werden. Letzteres geschah aber
schon nach so kurzer Zeit (drei Stunden), dass eine Inhibition der Polymerase y als Ursache

wohl nicht in Frage kommt (Hobbs et al., 1995).

Neben den medikamentds bedingten Formen gibt es andere fiir die HIV-Infektion typische
Ursachen: Andmie im Rahmen der chronischen Erkrankung (HIV-Infektion), in Folge von
Knochenmarksinfektionen (Parvovirus B 19, Zytomegalievirus, Mykobakterium avium,
Cryptococcus neoformans) und von Neoplasien, Malnutrition und Malabsorption,
Histiozytose, Myelofibrose, Myelodysplasie und Hdmolyse (Moyle, 2002; Volberding et al.,
2004).

2.2.3.5.2 Therapie

Anédmie stellt bei HIV-Patienten einen unabhingigen prognostischen Marker und einen
wichtigen Faktor fiir die Lebensqualitit dar (Moyle, 2002; Volberding et al., 2004). Zuerst
sollten behandelbare Andmieursachen (z.B. Eisenmangel, Folsdure- oder Vitamin-B12-
Mangel) ausgeschlossen und behandelt werden. Liegen solche nicht vor, ist bei Patienten
ohne antiretrovirale Behandlung der Beginn einer HAART angezeigt. Bei Patienten unter
HAART mit Hamoglobin < 13 g/dl (Méanner) oder < 12 g/dl (Frauen) kann bis zur
Normalisierung des Hdmoglobins mit Erythropoetin behandelt werden (Volberding et al.,
2004). Werden Transfusionen ndtig, ist zu beachten, dass sie moglicherweise die HIV-

Expression vermehren und die Immunsuppression dadurch verstérken konnen (Moyle, 2002).

2.2.3.6 Pankreatitis

Eine Pankreatitis bei HIV-Patienten wird meist durch unerwiinschte Wirkungen von
Medikamenten verursacht. Auch hier spielen die NRTI eine bedeutende Rolle, eine
Assoziation besteht vor allem mit Didanosin. Die Letalitét ist hoch (Foli et al., 2001; White,
2001; Dieterich, 2003).

Weitere  Risikofaktoren  sind  erhohte  Triglyzeridwerte und  pankreatotoxische

Begleitmedikation (z.B. Pentamidin, Ribavirin) (White, 2001; Dieterich, 2003).
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Im Gegensatz zur akuten Pankreatitis, die ein seltenes Ereignis ist, finden sich bei
asymptomatischen Patienten hiufig eine erhdhte Lipase und Amylase, die kontrolliert werden

sollten (White, 2001).

Auch hier liegt moglicherweise eine mitochondriale Funktionsstorung zugrunde. An mit
Didanosin behandelten pankreatischen Zellinien ldsst sich mit Flow Cytometry eine

dosisabhingige Abnahme funktionsfahiger Mitochondrien feststellen (Foli et al., 2001).

Die wichtigste therapeutische und prophylaktische Mallnahme ist das Absetzen von
Didanosin (Fauci und Lane, 2005).
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Im Zeitraum zwischen April 2003 und Juni 2005 wurden 61 Personen iiber 18 Jahre fiir die
Studie nach miindlicher und schriftlicher Aufklarung tiber den Zweck und den Ablauf der
Versuche rekrutiert. Die Studie war von der Ethik-Kommisssion der Ludwig-Maximilians-
Universitdt Miinchen gepriift und genehmigt worden. Die Tests fanden in der
Infektionsambulanz der Medizinischen Poliklinik Innenstadt der Ludwig-Maximilians-

Universitat Minchen statt.

Absolute Ausschlusskriterien fiir die Teilnahme an der Studie waren Alkoholabusus, um eine
ethanolbedingteVerdnderung des Methionin-Stoffwechsels auszuschlieBen (Mato et al.,
1997), eine schwere akute Erkrankung, Einnahme von Mais — und Zuckerrohrprodukten oder
Alkohol 24 Stunden vor der Untersuchung, sowie Sport oder Krafttraining 24 Stunden vor der
Untersuchung. Bestimmte Pflanzen, wie Mais und Zuckerrohr, kénnen Stoffe mit erhhtem
BC-Gehalt synthetisieren (Ravussin et al., 1979), so dass die Aufnahme solcher
Nahrungsmittel das Testergebnis verdndert. Korperliche Belastung fiihrt zu vermehrten
Fluktuationen im "*C-Gehalt der Exspirationsluft, so dass physische Ruhe auch wihrend des

Tests gewahrt wurde (Schoeller et al., 1977) .

Patienten mit schweren Lebererkrankungen, hepatotoxischer Begleitmedikation oder
vorbekannter Erhdhung der Transaminasen iiber das Zweifache des Referenzwerts sollten
auch nicht in die Studie aufgenommen werden, da anderweitig verursachte
Leberfunktionsstorungen das Ergebnis des '*C-Methionin-Atemtest verfilschen kénnen (Ishii

et al., 2001; Spahr et al., 2001 und 2003; Neupert, 2002; DiCampli et al., 2003).

Trotzdem wurden fiinf Patienten mit einer chronischen Hepatitis B, davon ein HIV-positiver
Patient ohne antiretrovirale Therapie und vier seit mindestens 6 Monaten mit einer stabilen
ART behandelte Patienten, sowie drei Patienten mit chronischer Hepatitis C, einer wiederum
HIV-positiv ohne ART und zwei seit lingerem mit antiretroviralen Medikamenten behandelte
Personen, untersucht. Bei diesen Patienten betrug die GOT im Mittel 54 U/1 + 20,1 U/l
(Referenzbereich <33 U/l), die GPT 78,1 U/l + 48,1 U/l (Referenzbereich <35 U/l) und die
vGT 49,6 U/l £ 30,0 U/l (Referenzbereich <38 U/l). Es lagen zum Zeitpunkt der Studie
keinerlei Anzeichen fiir eine Entziindungsaktivitit vor. Das C-reaktive Protein und die

Leukozyten lagen bei allen diesen Patienten im Normbereich. Das CRP betrug im Mittel 0,18
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mg/dl + 0,17 mg/dl (Minimum 0,0 mg/dl, Maximum 0,4 mg/dl, Referenzbereich <0,5 mg/dl),
die Leukozyten 5,96 G/l £ 1,40G/l (Minimum 4G/l, Maximum 9G/l, Referenzbereich 4-11
G/1). Der relative Anteil der Lymphozyten betrug im Mittel 37,8% + 11,5% (Minimum 23%,
Maximum 55%, Referenzbereich 25-40%).

Zusatzlich zum Atemtest wurden verschiedene Laborparameter ermittelt, u.a. Elektrolyte,
Leberenzyme, Retentionswerte, Blutfette, Differenzialblutbild und Laktat (vollstdndige Liste
im Anhang 1). AuBlerdem wurde eine Bestimmung der CD4+-Lymphozyten mittels FACS,
der HI-Viruslast mittels PCR und eine Hepatitis-Serologie (falls nicht in den letzten 12
Monaten erfolgt) durchgefiihrt.

Zur Ermittlung von LebergroBBe und Leberstruktur wurde eine Abdomensonographie

durchgefiihrt.

Um einen Eindruck von der regelméBigen korperlichen Aktivitdit der Probanden zu

bekommen, wurde von jedem Probanden ein Sportfragebogen ausgefiillt (siche Anhang 2).

Die 61 Studienteilnehmer wurden in vier Gruppen unterteilt:

1) HIV-negative Probanden (Gruppe I, n = 8)

2) HIV-infizierte, antiretroviral therapienaive Patienten (Gruppe II, n = 7)

3) HIV-infizierte Patienten vor und drei Monate nach Neueinstellung auf eine antiretrovirale
Therapie (Gruppe III, n = 6)

4) HIV-infizierte Patienten mit der gleichen antiretroviralen Therapie seit mindestens sechs

Monaten (Gruppe IV, n = 40)

Gruppe IV wurde anhand der verschiedenen Therapieregimes weiter unterteilt in:

IVa: Kombinationsbehandlung mit Stavudin und Didanosin (d4T/ddl, n = 6)

IVb: Kombinationbehandlung mit NRTI ohne Stavudin, Didanosin, Zalcitabin (n = 20)
IVc: Kombination von Stavudin und Lamivudin (d4T/3TC, n = 6)

IVd: Kombination von Tenofovir und Didanosin (TDF/ddI, n = 8)

3.1.1 Reproduzierbarkeit der Atemtests

Die intraindividuelle Reproduzierbarkeit des Atemtests wurde an Stichproben aus den
Gruppen, in denen keine Therapieneueinstellung erfolgte, iiberpriift. Dazu wurde der C-
Methionin-Atemtest an vier Personen aus Gruppe I, drei Personen aus Gruppe II und sechs

Personen aus Gruppe IV im Abstand von drei Monaten zweimal durchgefiihrt.
36



Im Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben ergab sich fiir keine der drei Gruppen ein
signifikanter Unterschied (beim {iblichen Signifikanzniveau von 0,05) im Zeitverlauf
hinsichtlich der kumulativen Dosis des wieder abgeatmeten '*C-Methionins nach 120
Minuten (kum120), des punktuell maximal-abgeatmeten Methionins (DOBp.x) oder des
Zeitintervalls bis zum Erreichen des DOB.x (Tab. 1) (Abb. 1).

mittlere DOB-Werte in Gruppen L,II,IV Baseline und 3 Monate
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Abb. 1: Darstellung der gemittelten DOB-Kurven der Stichproben aus Gruppe I, Il und IV at Baseline und nach

drei Monaten.

Diese gute intraindividuelle Reproduzierbarkeit ermoglichte es, in den Gruppen I, IT und IV
auf die generelle Nachuntersuchung zu verzichten. Bei den Patienten in Gruppe III, die neu
auf eine antiretrovirale Therapie eingestellt wurden, wurde der Atemtest nach drei Monaten
wiederholt, um zu tiberpriifen, ob der Effekt der neuen antiretroviralen Therapie durch diesen

Test erfasst werden kann.

3.2 Versuchsaufbau

Zur Durchfiihrung der Versuche stellten sich die Patienten niichtern (d.h. nach einer
Fastenperiode von mindestens acht Stunden) vor, da Nahrungsaufnahme den *C-Gehalt des
ausgeatmeten CO, verdndert (Schoeller at al., 1977). Es erfolgte die Blutentnahme und, nach
einstiindiger Ruhephase, der *C-Methionin-Atemtest. Die gewonnenen Atemproben wurden

per Massenspektrometrie gemessen. Der ganze Test wurde in der Gruppe der Patienten, die
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erstmalig auf eine antiretrovirale Therapie eingestellt wurden, drei Monate nach

Therapiebeginn wiederholt.

3.2.1 Der *C-Methionin-A temtest

Der *C-Methionin-Atemtest soll auf nichtinvasivem Weg Aufschluss iiber die oxidative
Funktion der Mitochondrien in den Hepatozyten geben, dem Hauptort des Methionin-
Stoffwechsels (Mato et al., 1997). Dazu wird oral als Marker-Substanz '*C-Methionin
verabreicht, welches hauptséchlich in der Leber verstoffwechselt wird (Corrales et al., 2002).
Das schwere, aber stabile Kohlenstoffisotop °C des Tracers erscheint nach Metabolisierung
als °CO, in der Ausatemluft, wo es beim Menschen normalerweise nur in duBerst geringen
Mengen vorkommt (Wolfe, 1992; Neupert, 2002; Braden et al., 2003; Banasch et al., 2005).
Die Anreicherung von *CO, in der Exspirationsluft nach Verabreichung von ">C-Methionin,
die infrarotmassenspektrometrisch bestimmt werden kann, hdngt von der Funktion der
Mitochondrien ab, da sich dort das geschwindigkeitsbestimmende Enzym des Methionin-

Stoffwechsels befindet (Spahr et al., 2003).

3.2.1.1 Methionin-Stoffwechsel

Methionin ist eine essentielle, schwefelhaltige, neutrale, glukogene Aminosidure mit einem
Molekulargewicht von 149, 2 g/mol (Bremer et al., 1981; Miiller et al., 1998; Berg et al.,
2002). Im Stoffwechsel spielt sie vor allem in ihrer aktivierten Form S-Adenosyl-Methionin
eine wichtige Rolle als Methylgruppendonor, z.B. bei der Bildung von Kreatin, Melatonin
oder Adrenalin. Deshalb finden sich die Enzyme des Methionin-Abbaus auch auerhalb der
Leber (Petrides, 1998).

Der Hauptabbauweg von Methionin beginnt mit der Aktivierung von Methionin zu S-
Adenosylmethionin (Mato et al., 1997; Miiller et al., 1998). Hierbei wird der Adenosylrest
von ATP auf das Schwefelatom von Methionin {ibertragen. Dabei werden ein anorganisches
Phosphat und Pyrophosphat frei, welches noch in zwei Phosphatreste gespalten wird. Diesen
Schritt katalysiert die S-Adenosylmethionin-Transferase oder auch
Methioninadenosyltransferase (MAT), deren Isoformen auch auBlerhalb der Leber

vorkommen (Corrales et al., 2002).

Bei Ubertragung einer CH;-Gruppe auf einen Akzeptor ensteht S-Adenosylhomocystein,

welches zu Adenosin und Homocystein hydrolysiert wird. Aus Homocystein ldsst sich, neben
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dem weiteren Abbau, unter Katalyse durch die Methioninsynthetase (mit Hilfe von
Tetrahydrofolsdure als Methylgruppendonor und Cobalamin) oder durch die Betain-
Homocystein-Methylase wieder Methionin bilden (Petrides, 1998).

Der weitere Abbau von Homocystein erfordert eine Transsulfurierung. Die SH-Gruppe von
Homocystein kondensiert mit Hilfe von Pyridoxalphosphat mit Serin zu Cystathionin,
welches durch die ebenfalls Vitamin Be-abhdngige Cystathionase in Cystein und Homoserin
aufgespalten wird. Der vollstindige Abbau des Methionin kann also nur erfolgen, wenn in

ausreichenden Mengen Serin vorhanden ist (Mato et al., 1997).

Cystein wird auf verschiedenen Wegen letztlich zu Pyruvat abgebaut, L-Homoserin wird zu
a-Ketobutyrat desaminiert. Die Aminogruppe wird in den Harnstoffzyklus eingeschleust

(Mato et al., 1997, Petrides, 1998).

Der Abbau von a-Ketobutyrat erfolgt in der Leber hauptsédchlich durch die mitochondriale o-
Ketobutyrat-Decarboxylase unter Reduktion von NAD" zu NADH +H" und unter Aktivierung
mit Acetyl-Coenzym A zu Propionyl-CoA. Dabei wird CO, frei. Diese Reaktion stellt den
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des Methionin-Abbaus in der Leber dar (Spahr et al.,
2003; Candelli et al., 2004). Das Enzym o-Ketobutyrat-Decarboxylase findet sich
extrahepatisch nicht, so dass hier anstelle der Decarboxylation eine Transaminierung zu o-

Aminobutyrat stattfindet (Petrides, 1998).

Bei einem Uberangebot von Methionin erfolgt der Abbau zusitzlich iiber Transaminierung zu
a-Methylthio-B-Ketobutyrat und nachfolgende Decarboxylierung zu a-Methylthiopropionyl-

CoA. Dieser Nebenweg ist leberspezifisch, erfolgt aber nur unter pathologischen

Bedingungen (Spahr et al., 2003; Candelli et al., 2004) (Abb. 2).
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Abb. 2: Methioninstoffwechsel. CO, eingerahmt.

3.2.1.2 Materialien

3.2.1.2.1 '3C-Methionin

Die Tracer-Substanz fiir den *C-Methionin-Atemtest ist an Position 1 mit ">C markiertes
Methionin (Strukturformel sieche Abb. 3) in >99%iger Anreicherung (Cambridge Isotope
Laboratories, Andover, Massachusetts, USA).

cH
I
o)

H

Abb. 3: Strukturformel von Methionin, C; eingerahmt.

BC ist ein seltenes, stabiles, d.h. nicht-radioaktives Isotop des Kohlenstoffs (Wolfe, 1992;
Neupert, 2002; Braden et al., 2003; Banasch et al., 2005). Fiir die Probanden besteht bei dem

Test somit keine Strahlenexposition.
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3.2.1.2.2 Sammelsystem fiir Atemproben

Zur Gewinnung der Atemproben verwendeten wir GaSampler™-Sets der Firma Quintron,
Milwaukee, USA. Die Atemproben der Probanden wurden iiber an ein T-formiges
Zwischenelement angeschlossene Mundstiicke in  wiederverwertbare Collection bags
(Sammelbeutel) aus Metallfolie mit einem Volumen von 250 ml abgegeben. Im senkrechten
Teil des T-Elements befindet sich ein Ventil, das verhindert, dass einmal im Sammelbeutel
befindliches Gas wieder austritt. Am dritten freien Anschluf3 des T-Verbindungsstiicks ist ein
Plastikbeutel angeschlossen, der das Totraumvolumen der Exspirationsluft aufnimmt. Seiner
Fiillung steht ein geringerer Widerstand entgegen als der des Collection bags, so dass er
automatisch zuerst aufgeblasen wird, wenn der Proband eine Atemprobe in das Mundstiick
abgibt. Die Fiillung des Sammelbeutels erfordert keine groBe Anstrengung. Aus den
Collection bags wurde dann die Probe mittels eines Vakuumsystems (Vacutainer®)

entnommen (Abb. 4).

Auftangheutel fir
Tatraumvalumen

Mund=tick T-*'erhindungsstick

“acutainersystem

Collection bag

“-——.____‘___‘

Abb. 4: Sammelsystem fiir Ausatemluft.

3.2.1.3 Ablauf des Tests

Vor Beginn des Tests wurden die Versuchspersonen gewogen. Das Gewicht bestimmte die
Menge an verabreichtem Methionin. Mit einer Feinwaage der Firma Sartorius® wurden zwei
Milligramm pro Kilogramm Kérpergewicht von '*C-Methionin abgewogen und in 100 ml
Leitungswasser gelost (Armuzzi et al., 2000; Di Campli et al., 2003; Milazzo et al. 2004). Die

Probanden befanden sich wihrend des ganzen Versuchs in kdrperlicher Ruhe.

Vor Verabreichung der in H,O geldsten Aminosdure (zum Zeitpunkt 0) wurde mit Hilfe des

oben beschriebenen Gassammelbeutels, die Pre-Dose-Atemprobe gewonnen. Dies diente
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dazu, den fiir die jeweilige Testperson typischen Anteil von “CO, am ausgeatmeten
Kohlenstoffdioxid zu ermitteln, der als Basiswert fiir die Bestimmung der Anreicherung von

C in der Exspirationsluft dient. Danach tranken die Probanden ziigig die Methionin-Lésung.

In den folgenden zwei Stunden wurden in Abstinden von 15 Minuten (also zu den
Zeitpunkten 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 und 120 Minuten) acht weitere Atemproben der
Versuchspersonen gewonnen. Die jeweils verwendeten Probenrdhrchen wurden mit Zeitpunkt
und Nummer der Probenentnahme, Datum, dem Vermerk, ob es sich um die erste
Durchfithrung des Tests (Baseline) oder eine Wiederholungsmessung nach drei Monaten

handelte, und dem individuellen Code des Probanden markiert.

Zu Beginn der Untersuchung wurde bei den Versuchspersonen einmalig Blutdruck, Puls und
Atemfrequenz bestimmt. Auflerdem fiillten die Testpersonen den Fragebogen zur Evaluation
der korperlichen Aktivitit aus. Inklusive Blutabnahme, darauffolgender Ruhephase und
anschlieBender Durchfithrung des *C-Methionin-Atemtests betrug der Zeitaufwand fiir die

Versuchspersonen etwa drei Stunden (Abb. 5).

Abb. 5: Gewinnung der Atemprobe mit Hilfe des Gassammelbeutels.

3.2.2 Isotopenverhaltnis-Massenspektrometrie (Isotope Ratio
Mass Spectrometry, IRMS)

Die Isotopenverhéltnis-Massenspektrometrie dient zur Analyse der Konzentrationen
verschiedener Isotope in einem Stoffgemisch. Mit dieser Methode kdnnen z.B. Drogen
identifiziert, der Aufbau unbekannter Molekiile erschlossen, Umweltgifte detektiert oder, wie
im Fall des *C-Methionin-Atemtests, nach Gabe von stabilen Tracern die Anreicherung

bestimmter Isotope in der Ausatemluft bestimmt werden (Wolfe, 1992).
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3.2.2.1 Technische Daten und Funktion

Bei der IRMS wird immer ein Probengas analysiert und mit einem Standardreferenzgas
verglichen (Wolfe, 1992). Im vorliegenden Fall wurde der PDB-Standard fiir das Verhéltnis
von *C zu C verwendet. Der PDB-Standard beruht auf dem Verhiltnis von °C/"*C in einem
fossilen Kalzium-Carbonat aus der PeeDee-Gebirgsformation in South Carolina, USA (Craig,

1957).

Ein Isotopenverhéltnis-Massenspektrometer ist folgendermalBen aufgebaut (Wolfe, 1992): Die
zu analysierenden Probe und ebenso ein Referenzgas befinden sich zuerst in getrennten
Aufbewahrungskammern im Einlassbereich. Hier konnen Druckunterschiede zwischen Probe
und Referenz ausgeglichen werden, um sie als Fehlerquelle auszuschlieBen. Von hier aus
werden die beiden Gase kontinuierlich iiber Kapillarleitungen in eine Vakuumkammer

weitergeleitet.

In der Vakuumkammer werden die urspriinglich vorhandenen Gasmolekiile ionisiert. Das
geschieht durch Beschuss mit Elektronen. Die resultierenden positiv geladenen Ionen werden
nun mit Hilfe abstoBender, weil ebenfalls positiv geladener Elektroden in den Massen-
Analysator oder -Filter geschickt. Durch unterschiedliche Ablenkung in einem Magnetfeld
werden die Ionen je nach IThrem Masse/Ladungs-Verhiltnis (") in verschiedene Gruppen
aufgeteilt. Masse und Ladung sind in der IRMS nicht getrennt voneinander messbar. Da in
unserem Fall die Ladung aber gleich 1 zu setzen ist, stellt die Ermittelung von "/, de facto

eine Massenbestimmung dar.

Die Differenzierung und Identifizierung der ionisierten Isotope erfolgt nach ihrem
Masse/Ladungs-Verhiltnis nach folgendem Prinzip: Auf die lonen wirkt die Kraft F, die sich
als Produkt von Masse m und Beschleuningung a ergibt (Hammer und Hammer, 1992; Wolfe,

1992):
F=ma (1)

Die Kraft F, die im magnetischen Feld auf die geladenen Teilchen wirkt und sie ablenkt, ist

beschreibbar als:
F=evB, (2)

wobei e die Ladung, und B die Magnetfeldstiarke bezeichnen (Hammer und Hammer, 1992;

Wolfe, 1992). Die Beschleunigung a ergibt sich als:
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a=vr. (3)

Hier bezeichnet r den Radius der Ablenkung im Magnetfeld, v die Geschwindigkeit (Hammer
und Hammer, 1992; Wolfe, 1992). Aus Gleichung (1),(2) und (3) ergibt sich:

evB =m-(v* /1), (4)
die sich folgendermalen umformen lésst:
r=m-/e-B. (5)

Nach dieser Formel ist der Radius der Ablenkung also direkt proportional zur Masse und
Geschwindigkeit der Ionen wund indirekt proportional zu Threr Ladung und der
Magnetfeldstirke. Die kinetische Energie des lons ldsst sich folgendermaflen berechnen

(Wolfe, 1992):
v, mv? =eU, (6)

wobei U die Beschleunigungsspannung bezeichnet. Eliminiert man nun mit Hilfe von
Gleichung (3) v und 16st nach "/, auf, ergibt sich die Berechnungsmoglichkeit des

Masse/Ladung-Verhiltnis nach der Isotopenverhéltnis-Massenspektrometrie:
m/e =r*B*2-U. (7)

Nach der so erfolgten Differenzierung werden die Isotopen-Gruppen in den Detektor
weitergeleitet. Hier treffen sie (im einfachsten Fall) auf eine Metallplatte, an der sie sich
entladen und somit einen messbaren Elektronenfluss erzeugen. Die Genauigkeit ist hierbei so
grof3, dass einzelne Ionen detektiert werden kdnnen. Die Anzahl der auftreffenden lonen ist

direkt proportional zur GréBe des erzeugten Stroms (Wolfe, 1992).

Das Verhiltnis zweier Isotope zueinander ldsst sich durch zwei separate Detektoren
bestimmen. Auf jede Detektorplatte trifft ein lonenstrahl und erzeugt jeweils einen
Stromfluss. Das Verhiltnis dieser beiden Stromstérken erlaubt einen direkten Riickschluss auf

das Verhiltnis der verschiedenen Isotope zueinander (Wolfe, 1992).

Das verwendete Massenspektrometer des Typs delta S der Firma Finnigan Mat arbeitet mit
einer Beschleunigungsspannung von 3keV. Die Isotopen werden in einem sektorformigen
elektromagnetischen Feld abgelenkt und von Faraday-Kollektoren aufgefangen, die als

Detektoren fungieren. Primdr wird das Verhiltnis von BCO, (MW 45) zu 2CO, (MW 44)
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gemessen. Da ein CO, mit einer Masse von 45 auch durch Beteiligung eines schweren
Sauerstoffisotops mit der Masse 17 (statt, wie meist, 16) zustande kommen kann, wird der
Anteil dieses CO; indirekt iiber die Bestimmung von 18O, welcher in einem bestimmten,

bekannten Verhiltnis zu '’O steht, herausgerechnet.

3.2.2.2  Ergebnisberechnung

Isotopenverhiltnisse im Probengas (r,) und im Referenzgas (r;). sind, wie oben dargelegt, das
Ergebnis der Isotopenverhéltnis-Massenspektrometrie. Die Anreicherung des gesuchten Gases
in der Ausatemluft (in unserem Fall 13COZ) lasst sich aus dem Unterschied dieser beiden
Verhiltnisse als der gegen den PDB-Standard normalisierte Delta oder del -Wert (parts per
thousand, parts per mil, %o) berechnen (Schoeller et al., 1977; Wolfe, 1992):

& (%0) = 1000 %0 (1p-17)/17. (8)

Mit dem Isotopenverhiltnis-Massenspektrometer misst man iiblicherweise *C-Gehalte von -

100 bis + 100 %o, also *C-Gehalte der Ausatemluft von ca. 1,0 — 1,2% (Wolfe, 1992).

Um den Anstieg der *CO, Anreicherung in der Atemluft nach Aufnahme des Tracers C-
Methionin beurteilen zu konnen, berechnet man den sogenannten DOB-Wert (delta over
base), indem man 6 zum Zeitpunkt 0 min (also den ,,Basiswert®, vor Gabe des Methionins)

jeweils vom d-Wert zu jedem folgenden Messzeitpunkt subtrahiert (Wolfe, 1992):
DOB =35 (%0) Zeitpunkt x ) (pel’ mﬂ)base- (9)

Die Berechnung der kumulativen Dosis erfordert einige Zwischenschritte. Als erstes wird der
Anteil des °C am gesamten Kohlenstoff in der Ausatemluft bestimmt und als Atomprozent

ausgedriickt (Ravussin et al., 1979):
Atom% = C/(*C+"C) (10)
Da gilt:
r, = C/"C, (11)
und fiir den Kohlenstoffgehalt der Ausatemluft anndherungsweise
Pe+e =1, (12)

ergibt sich aus Gleichung (10), (11) und (12):
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Atom% = rp/(1+rp). (13)

Hiermit kann man, genau wie mit dem 8-Wert, die Anreicherung von "°C in der Ausatemluft
angeben, indem man den Basalwert (vor Gabe des Methionins) von jedem folgenden Wert zu
jedem Zeitpunkt x subtrahiert. So erhilt man den Atom Percent Excess (APE) (Ravussin et

al., 1979).
APE = Atom% zcitpunkt x — Atom% pase (14)

Die pro Minute abgeatmete Tracer-Menge '*Cpin [tmol] ergibt sich als Produkt aus APE und

pro Minute abgeatmeter Gesamt-Kohlenstoff-Menge Cyesamt:
BCouin = APE/100-Cgesamt. (15)

Cgesamt 1dsst sich errechnen aus der geschitzten CO,-Abatmung (300 mmol/m*KOF/h; Ghoos
et al., 1988; Braden et al., 2003) und der Korperoberfliche KOF:

C gesamt = KOF-300 mmol/m*KOF/h. (16)

Fiir die Bestimmung der Korperoberfliche wurde die Formel nach Haycock (Haycock et al.,
1978) benutzt. Aus Korpergewicht KG und GroBe G der Probanden ergibt sich die
Korperoberflache als

KOF= 0,024265-G **?**KG "7 (17)

Der kumulative Wert an abgeatmeter 13C-Menge BCyum errechnet sich als die Summe der zu
jedem Messzeitpunkt (0 — 9) abgeatmeten Tracer-Menge “Cpin multipliziert mit dem seit

dem letzten Messwert vergangenen Zeitintervall At (immer 15 Minuten).

9
PCum= Y (P CrinAt) (18)
0

n=

Um vergleichen zu konnen, wieviel des eingesetzten Tracers tatsédchlich abgeatmet wird, wird
die abgeatmetete C-Menge zu jedem Zeitpunkt “Cpnn als Prozentsatz '"Cpin, der

eingesetzten Tracerdosis TD [umol] angegeben.

13Cmin% = 13Cmin/T]:) (19)
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Fiir die Berechnung von TD braucht man die Menge an eingesetzten Methionin N [umol], die
man aus dem MW von Methionin = 149,2 mg/mmol (Bremer et al., 1981) und der

gewichtsabhingig bemessenen Dosis von Methionin M erhilt:
N [pmol] = 1000-M [mg]/149,21 mg/mmol. (20)
TD ergibt sich als Produkt von N und des wirklich als Tracer wirksamen Anteils am Bc Treal
TD [umol] = N-Tieq /100, (21)

Wobei sich Ti., aus Differenz der Anreicherung von BC-Methionin im Tracer-Methionin
(mindestens 99%) und dem Atomprozentwert zum Zeitpunkt 0 (vor Methioningabe) ergibt, da

ja auch ohne Tracergabe diese (geringe) Menge °C in der Ausatemluft vorhanden ist.

Aus den so berechneten einzelnen Prozent/Dosis “Ciyines zu jedem Messzeitpunkt lédsst sich

analog zur kumulativen Dosis 13Ckum die kumulative Dosis in Prozent '* Cyum errechnen:

9

13Ckum% = Z(BCmin%'At) (22)

n=0

3.3 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms SPSS®, Version 11.5 fiir
Windows®. Die Fallzahlschitzung erfolgte mit Power and Sample Size Calculation®, Version

2.1.31.

Die Fallzahl ergab sich nach einer Fallzahlschdtzung aus den Mittelwerten der Kontrollgruppe
fiir den maximalen DOB-Wert (DOB,x). Bei einem Signifikanzniveau von 0,05 und einer

Power von 0,8 sollte jede Gruppe mindestens sechs Teilnehmer umfassen.
Um zu bestimmen, ob Normalverteilung vorlag, wurden P-P-Plots angelegt.

Zur Untersuchung von Unterschieden in der Lage der Verteilungen (und damit der
Mittelwerte) der Testwerte im Zeitverlauf innerhalb einer Gruppe wurde der Wilcoxon-Test

fiir verbundene Stichproben verwendet (Vo8 et al., 2004).

Zum Mittelwertsvergleich der Atemtestergebnisse vor und nach Ablauf von drei Monaten

wurde der t-Test fiir verbundene Stichproben angewandt (VoB et al., 2004).
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Zum Vergleich von immer zwei Studiengruppen hinsichtlich der Lage der Verteilung der
Atemtestergebnisse wurde der Wilcoxon-Test fiir unverbundene Stichproben angewendet

(VoB et al., 2004).

Mittelwertsvergleiche zwischen zwei Studiengruppen wurden mit dem t-Test fiir

unverbundene Stichproben angestellt (VoB3 et al.m 2004).

Ob sich alle Stichproben in ihrer Verteilung (und damit wieder in den Mittelwerten ihrer
Testergebnisse) unterscheiden, wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test iiberpriift. Dieser Test
gehort zu den verteilungsfreien Verfahren, setzt also keine Normalverteilung voraus (Vof3 et

al., 2004).

Korrelationen zwischen Atemtestergebnissen und stetigen Merkmalen (wie beispielsweise
Laborwerte, Alter etc.) wurden mit dem Korrelationskoeffizienten nach Pearson untersucht

und auf Signifikanz iiberpriift (Vo8 et al., 2004).

Zur Uberpriifung der Unabhingigkeit zweier Variablen voneinander, wurden Vierfelder-Chi-

Quadrat-Tests durchgefiihrt.

Einflusse klinischer oder laborchemischer dichotom-verteilter Variablen auf den Atemtest

wurden mit Hilfe von bivariaten Regressionsanalysen untersucht (Vo0 et al., 2004).

Ergab sich in Korrelationen oder bivariaten Regressionsanalysen ein signifikanter
Zusammenhang mit dem Atemtest, wurden multivariate Regressionanalysen durchgefiihrt, um

entscheidende Einflussfaktoren zu eruieren (VoB et al., 2004).

Ausreifler wurden mit Hilfe von Scatterplots identifiziert und von statistischen Analysen

ausgeschlossen.
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4 Ergebnisse
4.1 Studienpopulation

4.1.1 Gruppenzusammensetzung

Es wurden 61 Probanden untersucht, 49 Minner und zwolf Frauen. Das durchschnittliche
Alter aller Studienteilnehmer betrug 43 Jahre (= 11 Jahre, min. 21, max. 73) (Tab. 2). Acht
Teilnehmer der Studie waren HIV-negativ und bildeten die Kontrollgruppe. Von den 53 HIV-
infizierten Probanden wurden 40 Patienten mit einer ART behandelt und 13 erhielten bisher
keine antiretrovirale Therapie. Von den 13 Patienten ohne antiretrovirale Therapie wurde bei
sechs nach der Anfangsuntersuchung mit dem '*C-Methionin-Atemtest erstmals mit einer

antiretroviralen Behandlung begonnen.

Die Gruppe der HIV-negativen Versuchspersonen bestand aus sechs Miannern und zwei
Frauen. Das Durchschnittsalter hier betrug 35 Jahre (= 15 Jahre, minimal 21, maximal 64
Jahre) (Tab. 2). Bei einem der Probanden bestand eine medikamentds behandelte arterielle
Hypertonie und Hyperlipiddmie, die mit Hydrochlorothiazid 25 mg, Ramipril 10 mg und
Pravastatin 20 mg behandelt wurden. Weitere Vorerkrankungen waren in dieser Gruppe nicht

bekannt.

Unter den HIV-positiven, bislang nicht antiretroviral therapierten Patienten befanden sich
zwOlf Ménner und eine Frau. Der Altersmittelwert lag bei 42 Jahren (+ 8 Jahren, 29-56 Jahre).
Ihre HIV-Infektion war im Mittel seit 73 Monaten (£ 86 Monaten, 0-239 Monaten) bekannt.
Die niedrigste, je ermittelte CD4-Zellzahl (CD4-Nadir) betrug durchschnittlich 179 Zellen/pl
(= 110 Zellen/ul, 1-379 Zellen/pl). Zu Studienbeginn wurde eine durchschnittliche CD4-
Zellzahl von 253 Zellen/ul (£ 133 Zellen/pl, 14-460 Zellen/pl) und eine mittlere HI-Viruslast
von 100127 cp/ml (£ 164891 cp/ml, Minimum 178, Maximum 501187 cp/ml) gemessen (Tab.
2). Sechs dieser Patienten (fiinf Ménner und eine Frau) wurden wéhrend der Studie erstmalig

auf eine antiretrovirale Therapie eingestellt.

In der Gruppe der HIV-Patienten unter stabiler antiretroviraler Therapie waren 31 Ménner
und neun Frauen. Im Mittel betrug das Alter 45 Jahre (= 11 Jahre, Minimum 24, Maximum
73). Damit waren sie signifikant &lter als die Kontrollgruppe (p = 0,035). IThre mittlere
bekannte Infektionsdauer betrug 149 Monate (= 51 Monate, 37-251 Monate) und war
signifikant ldnger als die der HIV-Patienten ohne antiretrovirale Behandlung (p = 0,007). Der
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CD4-Nadir-Wert lag im Mittel bei 200 Zellen/ul (£ 141 Zellen/ul, 4-616 Zellen/pl). Zu
Studienbeginn wurde eine mittlere CD4-Zellzahl von 498 Zellen/pul (+ 214 Zellen/pul, minimal
58, maximal 919 Zellen/ul) festgestellt, die signifikant hoher war als bei den HIV-positiven
Studienteilnehmern ohne antiretrovirale Therapie (p = 0,001). Bei 32 Patienten (80%) lag die
Viruslast bei der Anfangsuntersuchung unter der Nachweisgrenze des verwendeten
Verfahrens von 50 cp/ml. Bei den Patienten mit Viruslasten tiber der Nachweisgrenze lag die
durchschnittliche Viruslast bei 14214 cp/ml (31926 cp/ml, 58-92000 cp/ml), und damit
signifikant niedriger als bei den therapienaiven HIV-Patienten (p = 0,016). Die mittlere
Therapiedauer lag bei 84 Monaten (+ 48 Monaten, Minimum 6, Maximum 227 Monaten)
(Tab. 2).

23 (58%) der Patienten wurden mit einer Kombination aus Nukleosidischen oder
Nukleotidischen Reverse-Transkriptase-Hemmern und Proteaseinhibitoren behandelt, eine
Kombination aus nukleosidischen oder nukleotidischen und nicht-nukleosidischen Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren erhielten zwolf Patienten (30%). Drei Patienten (8%) wurden mit
einem reinen NRTI-Regime behandelt, zwei Patienten (5%) erhielten eine Kombination aus

NRTI, NNRTI und PI.

20 Studienteilnehmer (50% der Teilnehmer mit ART) wurden zum Zeitpunkt der Studie mit
Stavudin und/oder Didanosin behandelt. In der Vorgeschichte hatten 16 Patienten, die aktuell
mit keinem dieser Medikamente behandelt wurden, entweder Didanosin und/oder Stavudin
erhalten. Insgesamt gab es 29 Patienten, die entweder wihrend der Studie mit Didanosin

und/oder Stavudin behandelt wurden, oder frither behandelt worden waren (Tab. 3).

Daten tiiber Begleiterkrankungen und Begleitmedikationen aller HIV-Patienten wurden

erhoben (Tab. 4 und 5).

4.1.2 Polyneuropathie

Insgesamt 14 HIV-positive Studienteilnehmer beschrieben Symptome einer Polyneuropathie
mit Kribbelparésthesien, einschieenden, lanzinierenden Schmerzen oder Gangunsicherheit.
13 dieser Patienten erhielten eine stabile antiretrovirale Therapie, eine bislang therapienaive
Patientin war seit mehreren Jahren an Diabetes mellitus II erkrankt. Alkoholabusus war bei
keinem der Patienten bekannt, ebenso wenig eine Therapie mit anderen neurotoxischen
Medikamenten als den NRTI. Acht der Patienten mit neuropathischen Beschwerden (57%)

hatten noch nie eine Therapie mit einem der als besonders neurotoxisch geltenden NRTI
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Didanosin, Stavudin oder Zalcitabin erhalten. Didanosin nahmen aktuell zwei Patienten ein,
Stavudin und Zalcitabin keiner. In der Vorgeschichte war bei vier Patienten eine

Vorbehandlung mit Stavudin, bei einem eine mit Didanosin bekannt (Tab. 6).

4.1.3 Lipodystrophie

Eine Lipodystrophie hatten 22 der HIV-positiven Probanden unter stabiler antiretroviraler
Therapie, davon zeigten zehn Patienten eine faziale, periphere oder kombinierte Lipoatrophie,
drei eine stammbetonte Lipoakkumulation und neun sowohl Zeichen der Lipoatrophie als

auch der Lipoakkumulation (Tab 7).

Beziiglich der Risikofaktoren Alter, Gesamttherapiedauer, Dauer der Therapie mit Stavudin,
Zidovudin oder einem Proteaseinhibitor, HI-Viruslast und CD4-Status gab es keine

signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen.

4.1.4 Sonographische Untersuchung der Leber

Eine sonographisch diagnostizierte Steatosis hepatis (eine histologische Untersuchung der
Leber wurde nicht durchgefiihrt) hatten insgesamt vier HIV-positive Studienteilnehmer,
darunter eine ART-naive Patientin (die an Diabetes mellitus Typ II erkrankt war) und drei
unter antiretroviraler Therapie, darunter ein Fall mit chronischer Hepatitis B-Co-Infektion.

Eine HCV-Infektion hatte keiner dieser Patienten (Tab. 8).

4.1.5 Hepatitis-Co-Infektion

Acht HIV-positive Probanden hatten eine bekannte chronische Hepatitis B oder C, davon
zweil ohne antiretrovirale Therapie und sechs unter stabiler Therapie (Studiengruppe IV). Drei
der Hepatitis-Patienten aus Gruppe IV hatten sonographische Auffélligkeiten im Sinne eines
diffusen Leberparenchymschadens, einer eine Steatosis hepatis. Alle Patienten mit

sonographischen Auffilligkeiten waren an einer chronischen Hepatitis B erkrankt (Tab. 9).

Transaminasenerhohungen iiber den zweifachen Normbereich wiesen vier der Patienten mit
chronischer Hepatitis auf, davon waren drei zusétzlich mit Hepatits B infiziert, einer mit
Hepatits C. Alle waren antiretroviral behandelt. Milde Transaminasenanstiege (unterhalb des
zweifachen Normbereichs) zeigten auch die beiden anderen Hepatitis-infizierten HAART-
Patienten. Die Transaminasen der ART-naiven Patienten mit Hepatitis-Co-Infektion lagen im

Referenzbereich.
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4.1.6 Serumlaktat

Eine Laktaterhohung, definiert als Serumlaktat >2,2 mmol/l, wurde bei insgesamt acht
Probanden festgestellt. Davon war einer HIV-positiv ohne Therapie (Serumlaktat 2,3 mmol/l)
und sieben HIV-positiv unter HAART. Drei erhielten aktuell eine Therapie mit Stavudin

und/oder Didanosin.

4.2 Test auf Normalverteilung

Hinsichtlich der Atemtestdaten ergab sich fiir alle Gruppen Normalverteilung nach den

angefertigten P-P-Plots.

4.3 Vergleich der Atemtestergebnisse zu jedem Mess-
zeitpunkt

Fiir den Delta-over-Baseline-Wert (DOB) und die kumulative Wiederfindungsrate zu jedem

Messzeitpunkt bei HIV-negativen Probanden, HIV-positiven, therapienaive Patienten und

HIV-Patienten unter ART ergaben sich keine signifikanten Unterschiede bei einem

Signifikanzniveau von 0,05. (Abb. 6 und 7)
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Abb. 6: Mittelwertskurven des DOB-Werts bei HIV-negativen (HIV-), HIV-positiven therapienaiven (HIV+,
ART-) und HIV-positiven therapierten Probanden (HIV+,ART+).
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Abb. 7: Mittelwertskurven der kumulativen Wiederfindungsrate bei HIV-negativen (HIV-), HIV-positiven
therapienaiven (HIV+, ART-) und HIV-positiven therapierten Probanden (HIV+, ARTH).

4.4 Maximale DOB-Werte, Zeit bis zum Erreichen
von DOB,,,x und kumulative Wiederfindungsrate
nach 120 min

Die Probanden wurden als MaB fiir die mitochondriale Funktion der Hepatozyten hinsichtlich
der Mittelwerte des maximalen DOB-Werts, des Zeitpunkts von DOB.x und ihrer
kumulativen Wiederfindungsrate nach 120 Minuten verglichen. Hierbei ergab sich zwar ein
Trend (der maximale DOB-Wert und die kumulative Wiederfindungsrate sind in der HIV-
negativen Kontrollgruppe am hochsten und die Zeit bis zum Erreichen des maximalen DOB-
Werts am geringsten, die mitochondriale Funktion der Hepatozyten am besten, Abb. 8), bei
einem Signifikanzniveau von 0,05 jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen HIV-
negativen Probanden und HIV-positiven Versuchspersonen ohne antiretrovirale Therapie,

therapienaiven HIV-Patienten und Patienten unter ART (Tab. 10).
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Abb. 8: Prozentualer Anteil der Probanden in jeder Gruppe, die zu jedem MeBzeitpunkt bereits DOB,,, erreicht
haben.

4.5 Verschiedene antiretrovirale Kombinationen im
Vergleich

Innerhalb der Gruppe der therapierten Patienten ergab sich kein signifikanter Unterschied

zwischen Patienten mit verschiedenen definierten Therapieformen. Es fiel jedoch auf, dass die

Gruppe der Patienten unter ART ohne Stavudin oder Didanosin den héchsten mittleren DOB-

Wert und die hochste kumulative Wiederfindungsrate hatte (Tab. 11).

Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen mit Stavudin (d4T) und/oder Didanosin

(ddI) behandelten HIV-Patienten und Probanden unter beliebiger anderer ART (Tab. 12).

Ebenso wenig zeigte sich ein Mittelwerts- oder Verteilungsunterschied zwischen HIV-
Patienten, die aktuell oder in ihrer Vorgeschichte mit Stavudin oder Didanosin behandelt

wurden, und solchen mit anderer ART (Tab. 13).

4.6 Atemtest vor und nach Therapieeinstellung

In Gruppe III zeigte sich nach drei Monaten eine signifikant langere Zeit bis zum Erreichen

von DOBjax (p = 0,045; Tab.14) gegeniiber der Messung vor Therapiebeginn. Hinsichtlich
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DOBpax und der kumulativen Wiederfindungsrate nach 120 Minuten ergaben sich keine

signifikanten Unterschiede (Tab. 14).

4.7 Einfluss von nichtnukleosidischen Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren und Protease-
inhibitoren auf den Atemtest

Um den Einfluss von Proteaseinhibitoren und nichtnukleosidischen Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren auf den Atemtest zu untersuchen, wurden Patienten unter antiretroviraler Therapie
mit einem oder mehreren Proteaseinhibitoren bzw. einem oder mehreren NNRTI mit
Patienten unter Proteasehemmer-, bzw. NNRTI-freien Therapieregimes hinsichtlich DOB ay,
kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten und Zeit bis zum Erreichen von DOB .«

verglichen. Es gab keine signifikanten Unterschiede (Tab. 15).

4.8 Atemtest bei Lipodystrophie

Patienten mit isolierter Lipoakkumulation wiesen einen signifikant niedrigeren maximalen
Delta-over-Base-Wert auf als antiretroviral-behandelte HIV-positive Studienteilnehmer ohne
Lipoakkumulation (9,84 vs. 11,98; p = 0,042). Allerdings konnten nur drei Patienten mit

isolierter Lipoakkumulation untersucht werden.

Keine Unterschiede ergaben sich im Vergleich mit therapienaiven HIV-Patienten, der

gesunden Kontrollgruppe oder Patienten mit Lipoatrophie.

Patienten mit Lipoatrophie zeigten keine signifikant anderen Atemtestergebnisse als HIV-

Patienten mit und ohne ART ohne Lipoatrophie oder die gesunde Kontrollgruppe.

4.9 Atemtest bei Polyneuropathie

Die Studienteilnehmer mit einer Polyneuropathie (14 HIV-Patienten, einer davon
therapienaiv) zeigten keine signifikanten Unterschiede beziiglich DOB,.x, der Zeit bis zum
Erreichen von DOBp,. oder der kumulativen Wiederfindungsrate nach 120 Minuten

gegeniiber HIV-Patienten ohne Polyneuropathie.
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4.10 Atemtestergebnisse und Serumlaktatspiegel

Die Patienten mit einer Hyperlaktatdmie (n = 7, Laktat > 2,2 mmol/l) unter antiretroviraler
Therapie zeigten keine signifikant unterschiedlichen Ergebnisse im Atemtest verglichen mit
HIV-Patienten unter HAART ohne Laktaterhohung. Diese Patienten hatten jedoch eine im
Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe signifikant verminderte kumulative
Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (p = 0,038) sowie eine signifikant lingere Zeit bis zum

Erreichen von DOB .« (p = 0,048).

Zwischen dem Serumlaktatspiegel und DOB,.x sowie der kumulativen Wiederfindungsrate
nach 120 min stellte man im Gesamtkollektiv eine signifikante, schwache negative

Korrelation fest (Tab. 16).

Ebenso zeigte sich ein signifikanter, negativer Zusammenhang zwischen DOBj,.x und
kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten und Serumlaktatlevel in der Gruppe aller

HIV-positiver Probanden (Tab. 16).

In der Gruppe der antiretroviral ohne Stavudin oder Didanosin behandelten Patienten ergab
sich eine signifikante negative Korrelation zwischen kumulativer Wiederfindungsrate nach

120 Minuten und Laktatlevel im Serum (Tab. 16).

4.11 Einfluss einer Hepatitis-Co-Infektion auf den
Atemtest

Im Vergleich mit den HIV-positiven und HIV-negativen Studienteilnehmern ohne chronische
Hepatitis-Co-Infektion zeigten die Patienten mit einer chronischen Hepatitis eine signifikant
verlidngerte Zeit bis zum Erreichen von DOB . (77 = 19 Minuten vs. 52 + 21 Minuten; p =
0,003).

Eine Hepatitis-Co-Infektion zeigte zudem einen signifikanten positiven Einfluss auf die Zeit
bis zum Erreichen von DOB., im Gesamtkollektiv (Steigungskoeffizient 25,08;
Bestimmtheitsmap R? = 0,155; p = 0,002), in der Gruppe aller HIV-Patienten
(Steigungskoeffizient 24,54; R?= 0,154, p = 0,004), sowie in der Gruppe aller Patienten unter
antiretroviraler Therapie (Steigungskoeffizient 26,18; R*=0,160; p=0,11).

Patienten mit chronischer Hepatitis und stark (iiber das Zweifache des oberen Referenzwerts)

erhohten Transaminasen zeigten keine signifikant unterschiedlichen Ergebnisse im Atemtest
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verglichen mit HIV-Patienten mit Hepatitis-Co-Infektion ohne oder mit nur geringer

Transaminasenerhohung.

Auch Patienten mit chronischer Hepatitis und sonographischen Verédnderungen im Sinne eines
diffusen Leberparenchymschadens oder einer Steatosis hepatis zeigten keine signifikanten
Unterschiede in den Atemtestergebnissen verglichen mit Patienten mit chronischer Hepatitis

ohne sonographisch verdnderter Leber.

Da die Atemtest-Ergebnisse von Patienten mit Hepatitis-Co-Infektion sich signifikant von den
Ergebnissen der anderen Studienteilnehmer unterschieden, wurden alle Analysen unter

Ausschluss der Hepatitispatienten wiederholt. Die Ergebnisse blieben in der Aussage gleich.

4.12 Zusammenhang laborchemischer und klinischer
Variablen mit den Ergebnissen des Atemtests

Es wurden Korrelationen und uni- und multivariate Regressionsanalysen zwischen den
Ergebnissen des Atemtests (DOBpax, kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten und
Zeit bis zum Erreichen von DOBy,x) und verschiedenen klinischen und laborchemischen

Variablen untersucht.

Kein statistisch signifikanter Zusammenhang mit dem Atemtest ergab sich fiir CD4-Zellzahl
zZu Studienbeginn, CD4-Nadir, Viruslast, Infektionsdauer, Therapiedauer,

Bewegungsverhalten und Serumglukose.

4.12.1 Korrelation mit dem Alter

Bezogen auf das ganze Kollektiv bestand eine signifikante, aber schwache negative
Korrelation zwischen der kumulativen Wiederfindungsrate nach 120 Minuten und dem Alter

der Probanden (Korrelationskoeffizient nach Pearson PK = -0,27; p = 0,043).

4.12.2 Sonographischer Befund der Leber

Eine sonographisch beschriebene Steatosis hepatis zeigte im Gesamtkollektiv einen
signifikanten negativen Einfluss auf DOBax (Steigungskoeffizient -3,51; Bestimmtheitsmal}
R? 0,067; p = 0,045) und die kumulative Wiederfindungsrate nach 120 Minuten
(Steigungskoeffizient -3,69; R* = 0,080; p = 0,028).
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4.12.3 Korrelation mit der Hohe der Transaminasen

Im Gesamtkollektiv zeigte die Zeit bis zum Erreichen von DOB,,x eine statistisch
signifikante positive Korrelation mit GOT (Pearson’scher Korrelationskoeffizient 0,37; p =

0,004 ) und GPT (Pearson-Koeffizient 0,40; p = 0,002).

Dieser Zusammenhang konnte bei der statistischen Analyse in den einzelnen Untergruppen
(HIV-negative Probanden, therapienaive HIV-Patienten, HIV-Patienten unter antiretroviraler

Therapie) nicht festgestellt werden.

4.12.4 Korrelation mit dem Korpermassenindex

Im Gesamtkollektiv ergab sich eine schwache negative Korrelation zwischen der kumulativen
Wiederfindungsrate und dem BMI, sowie eine schwache positive Korrelation zwischen Zeit

bis zum Erreichen von DOB,,,x und dem Body-Mass-Index (Tab. 17).

Bei Untersuchung aller HIV-positiven Patienten zeigte sich ebenfalls eine negative
Korrelation zwischen BMI und der kumulativen Wiederfindungsrate nach 120 Minuten,
sowie eine positive Korrelation zwischen der Zeit bis zum Erreichen von DOB,x und dem

BMI (Tab. 17).

In der Gruppe aller therapierten HIV-Patienten zeigte sich eine schwache positive Korrelation

zwischen der Zeit bis zum Erreichen von DOB .« und dem Body-Mass-Index (Tab. 17).

Eine signifikante positive Korrelation von BMI und der Zeit bis zum Erreichen von DOB yax
bestand auch in der Gruppe aller Patienten, die aktuell mit Stavudin oder Didanosin behandelt
wurden, und bei allen Patienten, die jemals (aktuell oder zu einem fritheren Zeitpunkt)

Stavudin oder Didanosin erhalten hatten (Tab. 17).

Keine signifikanten Korrelationen zeigten sich bei den HIV-negativen Probanden und in der

Gruppe der HIV-Patienten ohne antiretrovirale Therapie.

4.12.5 Korrelation mit den Serumlipidwerten

Im Gesamtkollektiv und in der Gruppe aller HIV-Patienten bestand eine signifikante negative
Korrelation zwischen kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten und
Triglyzeridspiegel, sowie eine signifikante positive Korrelation zwischen Triglyzeridspiegel

und Zeit bis zum Erreichen von DOB,,x (Tab. 18).
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In der Gruppe aller HIV-Patienten zeigte sich eine signifikante negative Korrelation zwischen

Triglyzeridlevel und kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (Tab. 18).

Ein signifikanter negativer Zusammenhang zwischen Triglyzeridspiegel und kumulativer
Wiederfindungsrate nach 120 Minuten bestand auch in der Gruppe aller noch nie

antiretroviral behandelter HIV-Patienten (Tab. 18).

Keine Korrelationen oder signifikante Einfliisse bestanden zwischen Ergebnissen des
Atemtests und dem Triglyzeridlevel bei HIV-negativen Studienteilnehmern und bei HIV-

Patienten unter antiretroviraler Therapie.

Gesamtcholesterin, LDL und HDL zeigten keine Korrelationen mit dem '*C-Methionin-

Atemtest.

4.12.6 Korrelation mit dem mittleren Erythrozytenvolumen

Im Gesamtkollektiv zeigten sich signifikante negative Korrelationen zwischen DOB,x und
kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten und dem Mean Cellular Volume (MCV),
sowie eine signifikante positive Korrelation zwischen MCV und der Zeit bis zum Erreichen

von DOB .« (Tab. 19).

In der Gruppe aller HIV-Patienten gab es signifikante negative Korrelationen zwischen MCV

und DOB,,x und der kumulativen Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (Tab. 19).

Bei allen HIV-positiven Studienteilnehmern unter antiretroviraler Behandlung zeigte sich
ebenfalls eine signifikante negative Korrelation zwischen MCV und maximalem Delta-over-

Baseline-Wert und kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (Tab. 19).

Ein dhnlicher Zusammenhang zeigte sich auch bei allen HIV-Patienten, die frither mit
Zidovudin behandelt worden waren. Die Zeit bis zum Erreichen von DOB,,.x korrelierte

signifikant positiv mit dem MCV (Tab. 19).

Bei Patienten, die zum Zeitpunkt der Untersuchung mit Stavudin behandelt wurden, zeigte
sich ebenfalls eine signifikante negative Korrelationen zwischen Mean Cellular Volume und

DOB . sowie der kumulativen Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (Tab. 19).

Kein Zusammenhang zwischen MCV und Atemtestergebnissen zeigte sich in der HIV-
negativen Kontrollgruppe, bei therapienaiven HIV-Patienten, bei Patienten unter aktueller

Therapie mit Zidovudin und bei HIV-Patienten die frither Stavudin erhalten hatten.
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Studienteilnehmer mit erhohtem Mean Cellular Volume (MCV > 99 fl) zeigten eine
signifikant niedrigere kumulative = Wiederfindungsrate nach 120 Minuten als
Studienteilnehmer mit normalem oder niedrigem MCV (9,7 f1£2,5fl vs. 11,4 1+ 33 fl; p=
0,030).

Patienten unter Therapie mit Stavudin hatten ein signifikant hoheres Mean Cellular Volume

als Patienten unter anderer antiretroviraler Therapie (94 fl £ 6 fl vs.102 fl = 11 fl; p = 0,032).

4.12.7 Multivariate Regressionsanalyse

In einem multivariaten Regressionsmodell wurden Alter, Body-Mass-Index, Steatosis hepatis,
Laktat, GPT, GOT, Triglyzeride, Hepatitis-Co-Infektion und Mean Cellular Volume

untersucht.

Im Gesamtkollektiv beeinflussten diese Faktoren insgesamt signifikant die Zeit bis zum
Erreichen von DOB .« (p < 0,001) und die kumulative Wiederfindungsrate nach 120 Minuten
(p = 0,004), nicht jedoch den maximalen DOB-Wert (p = 0,059). Als unabhingige
Einflussfaktoren erwiesen sich fiir die Zeit bis zum Erreichen von DOB,.x die Triglyzeride (p
16 = 0,007), der BMI (psm1 = 0,040) und eine Hepatitis-Co-Infektion (pygp = 0,004), fiir die
kumulative Wiederfindungsrate nach 120 Minuten das Mean Cellular Volume (pamcy = 0,027).

In der Gruppe aller HIV-Patienten hatte dieses Regressionsmodell einen signifikanten
Einfluss auf DOB .« (p = 0,035), die Zeit bis zum Erreichen von DOByax (p = 0,001) und die
kumulative Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (p = 0,002). Auch hier war das MCV der
einzige unabhingige Einflussfaktor auf die kumulative Wiederfindungsrate nach 120 Minuten
(pmcv = 0,014). Eine chronische Hepatitis stellte den einzigen unabhéngigen Einflussfaktor

fiir die Zeit bis zum Erreichen von DOB .« dar (pgep = 0,005).

In der Gruppe der therapienaiven HIV-Patienten hatte das Modell als Ganzes keinen
signifikanten Einfluss auf DOByax (p = 0,148), die Zeit bis zum Erreichen von DOB .« (p =
0,670) oder die kumulative Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (p = 0,100).

Bei HIV-Patienten unter ART hatte das Modell einen signifikanten Einfluss auf DOBy,ax (p =
0,032), die kumulative Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (p = 0,012) und auf die Zeit bis
zum Erreichen von DOBjx (p < 0,001). Hier stellte das MCV den einzigen unabhidngigen
Einflussfaktor auf DOBpax (pmcv = 0,011) und die kumulative Wiederfindungsrate nach 120

Minuten dar (pmcy = 0,006). Fiir die Zeit bis zum Erreichen von DOB,,,x erwiesen sich der
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BMI (psmi = 0,021) und eine chronische Hepatitis-Co-Infektion (pugp = 0,008) als

unabhéngige Einflussfaktoren.
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Studie war, die hepatische mitochondriale Funktion bei HIV-Patienten mittels
des Methionin-Atemtests zu untersuchen. Methionin wurde als Marker gewdhlt, da das
geschwindigkeitsbestimmende Enzym des Methionin-Stoffwechsels mitochondrial lokalisiert

ist (Spahr et al, 2003).

Die 61 untersuchten Probanden gliederten sich in vier Gruppen: HIV-negative Probanden,
HIV-positive therapienaive Patienten, HIV-positive therapienaive Patienten vor und drei
Monate nach Beginn einer antiretroviralen Behandlung und HIV-Patienten unter stabiler
antiretroviraler Therapie, die nach ihren Behandlungregimen in vier Untergruppen
untergliedert wurden. Diese Einteilung wurde getroffen, um Einfliisse der HIV-Infektion, der
verschiedenen antiretroviralen Therapieregimes und den Effekt des Beginns einer

antiretroviralen Therapie auf den ?C-Methionin-Atemtest zu untersuchen.

5.1 Vergleich der Atemtestergebnisse zwischen den
Studiengruppen

Der "*C-Methionin-Atemtest wurde bislang noch nicht hiufig fiir Untersuchungen mit HIV-
Patienten eingesetzt. Im Folgenden werden daher vor allem zwei Arbeiten zitiert werden, in
denen mit dem gleichen Test ebenfalls versucht wurde, mitochondriale Toxizitdt von NRTI
bei HIV-Patienten zu diagnostizieren, wobei im Unterschied zur vorliegenden Untersuchung
aber groBBeres Gewicht auf jeweils einer speziellen Nebenwirkung der NRTI lag. Es handelt

sich um Arbeiten von Banasch et al., 2005 und Milazzo et al., 2005.

5.1.1 Einfluss von antiretroviraler Therapie und Neben-
wirkungen der HAART

Zwischen HIV-negativer Kontrollgruppe, HIV-positiven Patienten ohne antiretrovirale
Behandlung und HIV-Patienten mit stabiler antiretroviraler Therapie fanden sich in unserem
Studienkollektiv keine signifikanten Unterschiede beziiglich der analysierten Atemtestdaten
(DOBpax, Zeitpunkt von DOBpax, kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten oder
Delta-over-Baseline-Werten). Es lief sich mit dieser Methode also kein signifikanter Effekt

einer antiretroviralen Therapie auf die Atemtestergebnisse nachweisen.

62



Es zeigte sich aber, dass tendenziell DOB,.x und die kumulative Wiederfindungsrate nach
120 Minuten am hochsten bei gesunden Probanden waren, und die Zeit bis zum Erreichen von

DOB.x in dieser Gruppe am geringsten.

Beim Vergleich von HIV-negativen Kontrollen, HIV-positiven therapienaiven Patienten und
HIV-Patienten unter antiretroviraler Therapie ohne und mit klinischen Zeichen der
Lipoatrophie fanden Banasch et al. ebenfalls keine signifikanten Unterschiede zwischen HIV-
negativen Probanden und HIV-Patienten unter ART ohne klinische Zeichen der Lipoatrophie

(Banasch et al., 2005).

Milazzo et al. konnten hingegen eine Beeintrichtigung der hepatischen mitochondrialen
Funktion mit Hilfe des '*C-Methionin-Atemtests bei asymptomatischen Patienten unter ART
nachweisen. Sie konnten signifikante Unterschiede des DOB,.x zwischen HIV-negativen

Probanden und normolaktdmischen Patienten unter HAART feststellen (Milazzo et al., 2005)

Die Arbeiten unterscheiden sich hinsichtlich des untersuchten Patientenkollektivs. Bei
Milazzo et al. waren asymptomatische Patienten unter HAART (also Patienten ohne
Polyneuropathie, Lipodystrophie oder Hyperlaktatimie) durchschnittlich l&nger vortherapiert
als in unserem Kollektiv oder bei Banasch et al. (Milazzo et al. 6,8 £ 0,5 Jahre; Banasch et al.
4,4 + 3,8 Jahre; unsere Studie 4,8 + 2,9 Jahre). Einen Einfluss der Therapiedauer auf das
Ergebnis des Atemtests konnte jedoch keine Arbeitsgruppe feststellen.

Bei Milazzo et al. waren asymptomatische Patienten unter ART auch dlter (45,6 + 3,8 Jahre;
Banasch et al. 42,3 + 8,1 Jahre; unsere Studie 38,5 £ 9,3 Jahre). Wir fanden eine schwache
aber signifikante negative Korrelation zwischen der kumulativen Wiederfindungsrate und
dem Alter. Es erscheint plausibel, dass die hepatische mitochondriale Funktion mit dem Alter

abnimmt. Bei Milazzo et al. wurde dieser Zusammenhang jedoch nicht festgestellt.

Auch beziiglich des Immunstatus unterscheiden sich die asymptomatischen, mit einer ART-
behandelten Patienten in den drei Arbeiten. Bei Milazzo et al. war die CD4-Zellzahl
durchschnittlich am niedrigsten (423/ul; Banasch et al. 534/ul; unsere Studie 484/ul).

Die Gruppengroflen waren vergleichbar (Kontrollgruppe: Milazzo et al. 10, Banasch et al. 10,
unsere Studie 8 Probanden; therapienaive HIV-Patienten: Milazzo et al. 11, Banasch et al. 15,
unsere Studie 13 Patienten; asymptomatische Patienten unter HAART: Milazzo et al. 15,

Banasch et al. 15, unsere Studie 11 Patienten; Patienten mit Hyperlaktatdmie: Milazzo et al. 6,
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unsere Studie 7 Patienten; Patienten mit Lipoatrophie: Banasch et al. 15, unsere Studie 10

Patienten).

Unterschiede bestehen auflerdem beziiglich der Darstellung der Atemtestergebnisse. Die
kumulative Dosis an wiedergewonnenen *C bezogen auf das eingesetzte “C iiber den
gesamten Messzeitraum wird von Milazzo et al., Banasch et al. und auch in unserer Studie
angewandt und ist damit direkt vergleichbar. Den Delta-over-baseline-Wert, maximalen
Delta-over-baseline-Wert und die Zeit bis zum Erreichen dieses Maximums betrachten wir,
sowie auch Milazzo et al. Hier besteht also ebenfalls Vergleichbarkeit. Bei Banasch et al. und
Milazzo et al. wird der prozentuale Anteil des eingesetzten >C pro Stunde verwendet. Da von
uns keine solchen Daten ausgewertet wurden, ist ein direkter Ergebnisvergleich beziiglich
dieser Daten hier nicht moglich. Wir wéhlten die kumulative Dosis als prozentualen Anteil
am eingesetzten Methionin als Mal fiir die Gesamtmenge an verstoffwechseltem Methionin,
den maximalen DOB-Wert als Zeitpunkt des maximalen Methioninumsatzes und die Zeit bis
zum Erreichen dieses Maximums als Mal} fiir die Geschwindigkeit des Anstiegs des
Stoffumsatzes. Da die von uns nicht verwendeten Daten aber nach dem gleichen Prinzip wie
die kumulative Wiederfindungsrate nach 120 Minuten berechnet werden (Menge des in einem
bestimmten Zeitraum wiedergewonnenem Methionin als Anteil am eingesetzten Methionin),

ist nicht von einer hoheren Sensitivitdt der anderen Auswertungsmethode auszugehen.

Sowohl in der Studie von Banasch et al. als auch bei Milazzo et al. wurden gesondert die
Atemtestergebnisse von Patienten mit bestimmten klinischen Nebenwirkungen einer

antiretroviralen Therapie untersucht.

Banasch et al. konnten bei Patienten unter HAART mit Lipoatrophie eine signifikant
verminderte prozentuale Dosis von wiedergewonnenem CO, iiber die Zeit nachweisen
(Banasch et al., 2005). Das kann als Hinweis gedeutet werden, dass der '*C-Methionin-
Atemtest in kleinen Gruppen Unterschiede in der hepatischen mitochondrialen Funktion
aufzeigen kann, insbesondere dann, wenn bereits Nebenwirkungen aufgetreten sind, die auf

die mitochondriale Toxizitdt von NRTI zuriickgefiihrt werden kdnnen.

Lipoatrophe Patienten in unserem Kollektiv zeigten keine signifikant unterschiedlichen
Atemtestergebnisse verglichen mit Patienten ohne Lipoatrophie oder der gesunden
Kontrollgruppe.  GruppengréBe, mittleres Alter der Studienteilnehmer, mittlere
Infektionsdauer, mittlere CD4-Zellzahl, mittlere Viruslast und mittlerer Body-Mass-Index

waren bei lipoatrophen Patienten in unserer Untersuchung und bei Banasch et al.
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vergleichbar. Allerdings waren bei Banasch et al. alle lipoatrophen Patienten in der
Vorgeschichte mit einem oder mehreren der als besonders mitochondrientoxisch geltenden
Medikamente Didanosin, Stavudin oder Zalcitabin behandelt worden. Bei uns war das nur bei

60% dieser Patienten der Fall.

Dartiber hinaus miissen mitochondriale Schiden im Fettgewebe nicht mit einem Test fiir die
hepatische mitochondriale Funktion nachweisbar sein, da die Beeintrichtigung der

Mitochondrien nicht in jedem Gewebe gleichermallen ausgeprégt sein muss (Cherry, 2006).

Milazzo et al. konnten bei Patienten unter HAART mit Hyperlaktatdmie signifikant geringere
DOBax -Werte als bei HIV-Patienten ohne erhohtes Serumlaktat nachweisen (Milazzo et al.,

2005).

Wir konnten keinen signifikanten Unterschied zwischen Patienten unter stabiler
antiretroviraler Therapie mit Hyperlaktatimie und asymptomatischen Patienten unter
antiretroviraler Therapie nachweisen, obwohl Patienten unter antiretroviraler Therapie bei uns
im Mittel alter (53,3 + 13,4 Jahre vs 45,6 + 3,8) und ldnger vortherapiert (8,9 £+ 2,0 Jahre vs.
2,2 + 0,6 Jahre) waren als Patienten bei Milazzo. Die CD4-Zellzahl war bei uns im Mittel
hoher als bei Milazzo et al. (624/ul vs. 280/ul) und die Viruslast lag bei allen unseren

Patienten mit Hyperlaktatdmie, anders als bei Milazzo et al. unter der Nachweisgrenze.

Angaben zur Vortherapie mit Zalcitabin und Didanosin fehlen in der Studie von Milazzo et
al., so dass ein Vergleich hinsichtlich der Exposition mit diesen potentiell

mitochondrientoxischen Medikamenten nicht moglich ist.

Allerdings gab keiner unserer Patienten klinische Symptome an, die auf Hyperlaktatdmie,
zuriickzufithren sein konnen, wohingegen in der Studie von Milazzo et al. immerhin zwei
Patienten {iiber starke Miidigkeit und Erbrechen berichteten. Auch die mittleren
Serumlaktatlevel der hyperlaktatimischen Patienten lagen bei Milazzo et al. hdher als in
unserer Untersuchung (6,3 mmol/l (3mmol/l - 8,4 mmol/l) vs. 3,1 mmol/l (2,3 mmol/l - 3,5
mmol/l)). Die Hyperlaktatimie war demnach bei den Patienten von Milazzo et al. stirker

ausgepragt, was auf eine stidrkere mitochondriale Funktionseinschrankung hinweisen kann.

Die Untersuchungen unterscheiden sich zudem in der Zielsetzung: Fiir unsere Studie waren
nicht speziell Patienten mit klinischen Nebenwirkungen rekrutiert worden, da untersucht
werden sollte, ob sich der *C-Methionin-Atemtest als Screening-Test fiir mitochondriale
Toxizitét bei einem gemischten Patientenkollektiv eignet.
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Der bereits oben angefiihrte Trend (DOBpax und kumulative Wiederfindungsrate nach 120
Minuten am hochsten bei gesunden Probanden, Zeit bis zum Erreichen von DOBax hier am
geringsten) kann als Hinweis gewertet werden, dass in einer Untersuchung mit mehr Patienten
mit manifesten klinischen Nebenwirkungen als Korrelat einer mitochondrialen Schidigung in
der Gruppe der HIV-Patienten unter antiretroviraler Therapie signifikante Unterschiede in den

Atemtestergebnissen aufgezeigt werden kdnnten.

5.1.2 Hat die HI'V-Infektion einen messbaren Einfluss auf die

hepatische mitochondriale Funktion?

In unserem Kollektiv zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Atemtestergebnisse der

therapienaiven HIV-Patienten im Vergleich zur HIV-negativen Kontrollgruppe.

Banasch et al. hingegen stellten eine verminderte prozentuale Dosis von wiedergewonnenem
PCO, iiber die Zeit bei therapienaiven HIV-Patienten gegeniiber der HIV-negativen
Kontrollgruppe fest (Banasch et al., 2005). Ahnlich wurden in Untersuchungen, in denen der
mitochondriale DNA-Gehalt von mononukledren Zellen aus peripherem Blut (Peripheral
Blood Mononuclear Cells = PBMCs) analysiert wurde, signifikante Unterschiede im Gehalt
an mitochondrialer DNA zwischen therapienaiven HIV-Patienten und gesunden Kontrollen
festgestellt (Mir6 et al., 2004; Maagaard et al., 2006), nicht aber zwischen HIV-Patienten mit
und ohne ART.

Die Ergebnisse dieser Studien werden mit direkten toxischen Effekten des HI-Virus auf die
Mitochondrien erklért. In der Untersuchung von Banasch et al. wird dieser Effekt primér
durch die ART gebessert, da die HIV-Patienten unter antiretroviraler Therapie ohne klinische
Nebenwirkungen keine signifikanten Unterschiede im Atemtest gegeniiber gesunden
Kontrollen aufwiesen. Beim Auftreten klinischer Symptome verschlechtern sich die
Ergebnisse des Atemtests. Nach diesen Daten wird die mitochondriale Toxizitdt der
Nukleosidanaloga primér durch die Reduktion des mitochondrientoxischen Effekts des HI-
Virus, der aus der Literatur bekannt ist (Basafiez und Zimmerberg, 2001; Jacotot et al., 2001)
iberlagert. Die mitochondriale Toxizitét der nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Hemmer
wiirde demnach mit den oben genannten Methoden erst erfassbar, wenn bereits klinische

Auswirkungen vorhanden sind.

In unserer Untersuchung war ein mdglicher toxischer Effekt des Human Immunodeficiency

Virus auf die Mitochondrien bei HIV-Patienten ohne antiretrovirale Behandlung nicht
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nachweisbar, obwohl Alter und GruppengroBe vergleichbar, die mittlere CD4-Zahl bei
therapienaiven HIV-Patienten bei uns niedriger (253/ul; Banasch et al. 455/ul; Maagaard et
al. 435/ul; Mir¢ et al. 317/ul), die mittlere Viruslast héher (100127 cp/ml; Banasch et al.
78500cp/ml; Maagaard et al. 39000 cp/ml; Mird et al. 5000 cp/ml) und die bekannte
Infektionsdauer ldnger (72,5 Monate; Banasch et al. 10,8 Monate; Maagaard et al. 44 Monate;
Mir¢ et al. 44 Monate) waren. Eine mogliche Erkldrung ist die groBere Inhomogenitit unseres
Studienkollektivs in Hinsicht auf Alter, Geschlechtsverteilung und Begleiterkrankungen
(Hepatitis, Diabetes mellitus, Steatosis hepatis), die sich durch alle Studiengruppen zog und
wohl eher der klinischen Realitdt entspricht als die strenge Patientenauswahl in der Studie von
Banasch et al., in der auch Patienten mit hdufigen Begleiterkrankungen wie Diabetes mellitus,
Animie und Hepatitis ausgeschlossen wurden. Ob der >C-Methionin-Atemtest eine geeignete
diagnostische Methode fiir mitochondriale Toxizitit durch HIV oder NRTI darstellt, kann an
einem so stark selektionierten Patientengut nur unzureichend untersucht werden. Wir konnten
in unserer Untersuchung zeigen, dass die Ergebnisse des '‘*C-Methionin-Atemtests von
verschiedenen Faktoren beeinflussbar sind (siche Abschnitte 5.8-5.9), die unabhingig von
HIV-Infektion oder NRTI-Therapie auftreten konnen. Ein Einfluss weiterer, nicht
untersuchter Faktoren (z.B. Nikotinabusus) ist denkbar. Somit ldsst sich die Interpretation des

Tests sicher nicht auf eine einfache Formel reduzieren.

5.2 Verschiedene antiretrovirale Kombinationen im
Vergleich

Es wurden vier verschiedene antiretrovirale Therapickombinationen als Gruppen definiert:
Kombinationen mit Stavudin und Didanosin (N = 6), nukleosidbasiertes Regime ohne
Stavudin und Didanosin (N = 20), Stavudin und Lamivudin (N = 6), sowie Didanosin und

Tenofovir (N = 8).

Signifikante Unterschiede im Ergebnis des '*C-Methionin-Atemtest lieBen sich zwischen
diesen Gruppen nicht feststellen. Allerdings wies die Gruppe, die weder Stavudin, noch
Didanosin erhielt, den hochsten mittleren DOB,x und die hochste mittlere kumulative
Wiederfindungsrate auf (nicht statistisch signifikant), was mit Beobachtungen iibereinstimmt,
die Stavudin und Didanosin eine stdrkere toxische Wirkung auf die Mitochondrien von

Hepatozyten zuschreiben (Kakuda, 2000; Johnson et al., 2001; Lim und Copeland, 2001).
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In unsere Untersuchung wurden in jede Therapiegruppe (wie es der klinischen Realitét
entspricht) sowohl Patienten mit moglicherweise auf NRTI-bedingte mitochondriale
Funktionsstorung zuriickfiihrbare Nebenwirkungen (Lipodystrophie, Hyperlaktatdmie,
Polyneuropathie), als auch asymptomatische Patienten eingeschlossen. So hatten von sechs
Patienten, die mit der als besonders toxisch geltenden Kombination ddI/d4T behandelt
wurden, keiner eine Polyneuropathie, einer eine asymptomatische Hyperlaktatimie und drei
eine Lipodystrophie. Zwei Patienten (33,3%) aus dieser Gruppe hatten keine
Nebenwirkungen. In der Gruppe der Patienten ohne Stavudin- und Didanosin-Therapie (also
mit relativ ,,untoxischen* Therapien) lag dieser Prozentsatz zwar mit 10% deutlich niedriger.
Dafiir war in dieser Gruppe die Gesamtdauer der antiretroviralen Therapie mit
durchschnittlich 7,8 Jahren von allen Gruppen (nicht-signifikant) am langsten (ddI/d4T: 6,5
Jahre; d4T/3TC: 5,4 Jahre; ddI/TDF: 6,4 Jahre). In einer klinischen Studie von Mc Comsey et
al. war die Dauer einer NRTI-Therapie der einzige Faktor, der mit Verlust an mitochondrialer

DNA in Blutzellen einherging (Mc Comsey et al., 2005 b).

Zudem lag in 45% der Fille in der Gruppe ohne aktuelle Therapie mit Didanosin oder
Stavudin eine Vorbehandlung mit einem oder beiden dieser Medikamente vor (zum
Vergleich: ddI/d4T 33,3%, d4T/3TC: 0%, ddI/TDF: 12,5%). Eine mitochondriale
Funktionsstérung, die man bei der Therapie ohne Stavudin oder Didanosin mit geringerer
Haufigkeit erwartet als bei Patienten unter Therapie mit einem dieser Medikamente, konnte
somit durch vorhergehende Therapien bedingt sein, so dass statistisch kein signifikanter
Unterschied in den Ergebnissen des '“C-Methionin-Atemtest zu eruieren wire. Dies
widerspricht allerdings Ergebnissen verschiedener Studien, in denen eine Zunahme des DNA-
Gehalts von Blutzellen (buffy-coat-Zellen oder PBMC), Skelettmuskelzellen und Fettzellen,
sowie der Aktivitdt der mitochondrialen Elektronentransportkette vor und nach NRTI-
Pausierung oder Umstellung auf eine Stavudin-freies Regime untersucht wurden. Hier zeigten
sich nach Absetzen von Stavudin ein deutlicher Anstieg sowohl an mitochondrialer DNA, als
auch an Enzymaktivitdt der mitochondrialen Elektronentransportkette (Montaner et al., 2003

und 2004; McComsey et al., 2005 a).

Der Effekt unterschiedlicher definierter therapeutischer Regimes auf die hepatischen
Mitochondrien in vivo ist mit dem '*C-Methionin-Atemtest bisher unseres Wissens nicht
untersucht worden, obwohl es eindeutige Hinweise fiir unterschiedliche Toxizitdtsgrade

verschiedener NRTIs gibt (Kakuda, 2000).
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Diesbeziigliche Untersuchungen in vitro an verschiedenen Zellrethen (Humanen
Hepatoblastomzellen, Skelettmuskelzellen, Zellen des proximalen Nierentubulus) hatten eine
dosis-, expositionsdauer- und medikamentenabhingige Depletion von mitochondrialer DNA
im Vergleich mit Kontrollzellkulturen gezeigt. Die stdrkste Depletion erfolgte durch
Zalcitabin, gefolgt von Didanosin, Stavudin und Zidovudin (Birkus et al., 2002; Walker et al.,
2002). Bei Walker et al., wurden auch Kombinationen auf ihre mitochondriale Toxizitét
gepriift, wobei die stirkste Toxizitdit die Kombination von Zalcitabin und Didanosin
entfaltete. Stavudin und Didanosin zeigten keine verstirkte toxische Wirkung auf
Mitochondrien. Lamivudin und Zidovudin (eine Kombination, mit der in unserer
Untersuchung nur zwei Patienten aktuell therapiert wurden) hingegen waren in Kombination
starker toxisch (Walker et al., 2002). Obwohl in-vitro-Ergebnisse nicht ohne weiteres auf die
Situation in vivo iibertragen werden konnen, bestétigt diese Beobachtung unsere Ergebnisse.
Wenn die Kombination aus Didanosin und Stavudin in vitro keine stirkere Toxizitét entfaltet
als jede Substanz fiir sich, miissen sich auch in vivo nicht verstirkt mitochondriale
Funktionsstorungen im *C-Methionin-Atemtest bei Kombination dieser Substanzen zeigen.
Dies kann erkldren, warum sich in der Gruppe mit Stavudin/Didanosin-Therapie keine

signifikant verminderte Ausscheidung von *CO, in der Ausatemluft zeigte.

Nach unseren Ergebnissen lieBen sich mit dem '*C-Methionin-Atemtest keine unterschiedlich
starken Toxizitdtsgrade der verschiedenen antiretroviralen Therapien nachweisen. Um den
Einfluss von Vortherapien auszuschlieBen, wéiren Untersuchungen an Patienten, die erstmalig
auf verschiedene Therapien eingestellt werden, nétig, um zu eruieren, ob der '*C-Methionin-
Atemtest sensitiv genug ist, solche Unterschiede nachzuweisen. Nach unserer Untersuchung
erscheint der '’C-Methionin-Atemtest als geeignet zur Verlaufsbeobachtung bei
Ersteinstellung auf eine antiretrovirale Therapie (siche Abschnitt 5.3). Definierte
unterschiedliche Therapieregimes wurden hier jedoch nicht gepriift, da bei keinem unserer
neu auf eine Art einzustellenden Patienten die als besonders toxisch geltenden Medikamente
eingesetzt wurden. In der HIV-Therapie in Deutschland werden heute nur noch selten die als
besonders toxisch geltenden Medikamente in der Primirtherapie eingesetzt. Daher ist eine

derartige Untersuchung praktisch zumindest in Deutschland kaum durchzufiihren.
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5.3 Atemtest vor und nach Beginn einer antiretro-
viralen Therapie

Patienten, die wihrend der Studie erstmalig auf eine antiretrovirale Behandlung eingestellt
wurden, zeigten drei Monate nach Beginn der Therapie eine signifikant ldngere Zeit bis zum

Erreichen von DOB,.x als vorher.

Wir fanden eine nicht-signifikante Verminderung der mittleren kumulativen
Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (10,8% vs. 10,3%; p = 0,686) nach einer
Therapiedauer von drei Monaten. Dies stimmt mit Ergebnissen von Milazzo et al., {iberein,
die in einer longitudinalen Untersuchung auch sechs und zwolf Monate nach
Therapieeinstellung keine signifikante Anderung in der kumulativen Dosis nach 120 Minuten

feststellten (Milazzo et al., 2006).

Der Zeitpunkt des maximalen Methionin-Umsatzes war somit im Vergleich zur Untersuchung
vor Therapiebeginn verzogert, die Gesamtmenge an metabolisiertem Methionin jedoch nicht

signifikant vermindert.

Fir Kombinationsbehandlungen mit Didanosin und Stavudin gegeniiber Zidovudin und
Lamivudin jeweils in Kombination mit Nelfinavir und/oder Efavirenz ist in klinischen
Studien ein fritheres Auftreten klinischer Nebenwirkungen (Polyneuropathie, Pankreatitis,
hepatische Funtionsstérungen) beschrieben, die auf mitochondrale Toxizitit zuriickzufiihren

sind (Robbins et al., 2003; Shafer et al., 2003).

Diese Untersuchungen weisen darauf hin, dass neben der Anzahl auch die Art der
eingesetzten NRTIs die Dauer der Entwicklung einer toxischen Wirkung auf die
Mitochondrien beeinflusst. In unserem Kollektiv erhielt kein Patient, der wiahrend der Studie
auf eine antiretrovirale Therapie eingestellt wurde, Stavudin, Didanosin oder Zidovudin,
sondern es wurden nur NRTIs mit niedriger Affinitit zu Polymerase y (Kakuda, 2000; Lewis
et al., 2003; Feng et al., 2004) verordnet: Drei Patienten (50%) erhielten 3TC+TDF + PI, zwei
Patienten (33,3%) TDF +FTC + NNRTI und ein Patient (16,7%) 3TC+ABC+NNRTI.

Demnach ist denkbar, dass in unserem Kollektiv, entweder die mitochondriale Schadigung
nach drei Monaten noch nicht so weit fortgeschritten war, dass auch die Gesamtmenge an
metabolisiertem '*C-Methionin (und als MaB dafiir die kumulative Wiederfindungsrate nach

120 Minuten) reduziert wére, oder es mit den eingesetzten Medikamenten nicht zu einer
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relevanten Schiadigung der Mitochondrien kommt. Langere Nachuntersuchungen wiren hier

notwendig.

Der Zeit bis zum Erreichen von DOB,,,x scheint nach unseren Ergebnissen eine Bedeutung als
sensitivem frithen Marker fiir eine beginnende mitochondriale Funktionsstérung (als Hinweis
auf einen langsameren Anstieg der Enzymaktivitit) zuzukommen, jedoch wiren zur

Bestitigung dieser These ebenfalls ldngere Nachuntersuchungen erforderlich.

5.4 Einfluss von Proteaseinhibitoren und
nicht-nukleosidischen Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren auf das Ergebnis des Methionin-
Atemtests

Eine Therapie mit Proteaseinhibitoren oder nichtnukleosidischen Reverse-Transkriptase-

Hemmern hat nach unseren Ergebnissen keinen Einfluss auf das Ergebnis des Atemtests.

Fiir Proteaseinhibitoren und nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren wird eine
mitochondriale Toxizitdt von einigen Autoren verneint (Gianotti und Lazzarin, 2005). Fiir
Proteaseinhibitoren konnten unter anderem sogar antagonistische Effekte zur mitochondrialen
Toxizitdt von NRTIs gezeigt werden (Matarrese et al., 2003). In einer Untersuchung war aber
in vitro eine Fragmentierung und Reduktion von Mitochondrien in Zellkulturen nach
Behandlung mit Nelfinavir oder Ritonavir beobachtet worden (Roumier et al., 2006). NNRTIs
bewirkten in Zellkulturen eine caspase- und mitochondrienabhéngige Apoptose (Pilon et al.,

2002).

Bei beiden Medikamentengruppen ist die klinische Bedeutung ihrer Wirkung auf die
Mitochondrien nicht vollig gekldrt. In den zwei Gruppen gibt es dariiber hinaus bekannte
hepatotoxische Nebenwirkungen, die auf den 'C-Methionin-Atemtest zusitzlich Einfluss
hiatten nehmen konnen (Lemberg et al., 2002). Nach unseren Ergebnissen lie sich ein
Einfluss einer Therapie mit PI oder NNRTI jedoch nicht nachweisen. Eine mitochondriale
Toxizitdt von Proteaschemmern und Nicht-Nukleosidischen Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren spielt demnach bei einer Kombinationsbehandlung mit Nukleosidanaloga eine

untergeordnete Rolle.
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5.5 Atemtest bei Lipodystrophie

Antiretroviral behandelte Probanden mit isolierter Lipoakkumulation (n = 3) wiesen im
Vergleich mit HIV-Patienten unter antiretroviraler Therapie ohne Lipoakkumulation einen
signifikant verringerten DOB,,,x auf. Probanden mit Lipoatrophie und gemischter Form der
Lipodystrophie zeigten keine signifikanten Unterschiede im '*C-Methionin-Atemtest im
Vergleich mit Patienten ohne Lipoatrophie oder gemischter Lipodystrophie. Es bestanden
keine statistisch  signifikanten = Unterschiede hinsichtlich  Alter, Infektionsdauer,
Therapiedauer, Viruslast oder CD4-Zellzahl zu Studienbeginn zwischen Patienten mit
Lipoatrophie, Patienten mit Lipoakkumulation und Patienten ohne Lipodystrophie. Bei
keinem der Patienten mit Lipoakkumulation lag eine Steatosis hepatis oder eine chronische
Hepatitis-Co-Infektion vor, die das Ergebnis hétte beeinflussen konnen. Nur ein Patient hatte

eine potentiell hepatotoxische Begleitmedikation (Beta-Blocker).

Banasch et al. fanden hingegen eine signifikante Reduktion der maximalen wiedergefundenen
Dosis iiber die Zeit im '*C-Methionin-Atemtest bei Patienten unter HAART mit Lipoatrophie
gegeniiber gesunden Probanden und Patienten unter HAART ohne klinische Zeichen der
Fettumverteilung (Banasch et al., 2005). Patienten mit Lipoakkumulation wurden jedoch nicht

untersucht.

Die Lipoakkumulation wird bislang eher in Zusammenhang mit Proteaseinhibitortherapie
gebracht. Zwei der Patienten mit Lipoakkumulation erhielten zum Zeitpunkt der
Datenerhebung eine Therapie mit einem Proteaseinhibitor. Der dritte Patient erhielt eine
Therapie mit Didanosin, Tenofovir und NNRTI. Dieser Patient hatte auch in der
Vorgeschichte noch nie einen Proteaseinhibitor eingenommen. Bei der geringen Anzahl von
Patienten mit reiner Lipoakkumulation in unserer Untersuchung (n=3) ist das Ergebnis

allerdings mit groBter Zuriickhaltung zu werten.

Im Gegensatz zur Lipoakkumulation ist fiir die Lipoatrophie das Konzept der mitochondrialen
Toxizitdt in einigen Studien untersucht worden (Nolan et al., 2003; Buffet et al., 2005;
McComsey et al., 2005 a, b). Buffet et al. konnten mittels quantitativer PCR einen
verminderten Gehalt an mitochondrialer DNA in Adipozyten bei HIV-Patienten mit
Lipoatrophie gegeniiber HIV-negativen Kontrollen zeigen, wobei NRTI-Therapie (nur
Stavudin und Didanosin stellten einen isolierten Risikofaktor dar) mit geringerer Menge an
mitochondrialer DNA assoziiert waren (Buffet et al., 2005). McComsey et al. fanden eine

signifikante Zunahme der mitochondrialen DNA in Fettgewebe und PBMCs nach Isolation
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und quantitativer PCR, sowie eine signifikante Zunahme der Fettmasse im DEXA-Scan bei
Patienten mit Lipoatrophie nach Therapieumstellung von Stavudin auf entweder Abacavir

oder Zidovudin (McComsey et al., 2005 a).

Wir konnten indes keine signifikant unterschiedlichen Ergebnisse im '*C-Methionin-Atemtest
bei Patienten unter Therapie mit Didanosin und/oder Stavudin mit einer Form der
Lipodystrophie im Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe, mit therapienaiven HIV-
Patienten und mit Patienten unter anderer HAART feststellen. Das konnte zum einen an der
GruppengroBBe liegen (vier Patienten mit einer Form von Lipodystrophie unter
Stavudintherapie gegeniiber 20 lipoatrophen Patienten bei Buffet et al. und 16 bei McComsey
et al., sieben unter Didanosin gegeniiber 14 bei Buffet et al.). Zum anderen muss der °C-
Methionin-Atemtest — als Funktionstest der hepatischen Mitochondrien — nicht
notwendigerweise ein geeigneter Test fiir mitochondriale Verdnderungen im Fettgewebe sein,
ebenso wie auch Depletion an mitochondrialer DNA im Fettgewebe nicht notwendigerweise
mit Verminderung des mitochondrialen DNA-Gehalts in PBMCs assoziiert sein muss (Cherry
et al., 2006).

5.6 Atemtest bei Polyneuropathie

Patienten mit Polyneuropathie zeigten im '*C-Methionin-Atemtest keine signifikant
unterschiedlichen Ergebnisse verglichen mit HIV-Patienten unter HAART ohne PNP,

therapienaiven HIV-Patienten oder der Kontrollgruppe.

Dalakas et al. fanden einen signifikant verminderten mitochondrialen DNA-Gehalt bei HIV-
Patienten unter Therapie mit Zalcitabin (ddC), das in unserem Kollektiv kein Patient erhielt,
gegeniiber HIV-Patienten mit HIV-assoziierter Neuropathie, die nie ddC erhalten hatten,

sowie Patienten mit Polyneuropathie anderer Genese (Dalakas et al., 2001).

In der Literatur wird eine erhdhte Rate von Féllen von PNP bei HIV-Patienten unter Therapie
mit Stavudin und Didanosin verglichen mit Patienten unter Lamivudin/Zidovudin-Therapie
beschrieben (Robbins et al., 2003; Shafer et al., 2003; McComsey und Lonergan, 2004). Auch
bei uns zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen Exposition mit Didanosin oder

Stavudin und Polyneuropathie (p=0,020).

Abnahme der mitochondrialen Funktion in der Leber und den peripheren Nerven miissen

wegen der Gewebsspezifitit der Toxizitdt der NRTIs und ihrer moglichen Priadiktoren
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(Kakuda et al., 2000; Cherry et al., 2006) nicht notwendigerweise korrelieren. Dies kann
erkliren, warum kein signifikanter Zusammenhang zwischen Vorhandensein von
Polyneuropathie und Ergebnissen des Atemtests nachzuweisen war. Bislang fehlen Studien,
die vergleichend Mitochondrien in der Leber und im peripheren Nervensystem untersuchen,
um zu Uberpriifen, inwieweit die mitochondriale Funktion oder Dysfunktion unter

antiretroviraler Therapie in Leber und peripheren Nerven korrelieren.

5.7 Atemtestergebnisse und Serumlaktatspiegel

Patienten unter beliebiger ART mit Hyperlaktatdmie benétigten signifikant mehr Zeit bis zum
Erreichen von DOB, und hatten eine signifikant verminderte kumulative
Wiederfindungsrate nach 120 Minuten als die HIV-negative Kontrollgruppe. Hingegen
bestanden keine Unterschiede zu Patienten unter HAART ohne Laktaterh6hung und

therapienaiven HIV-Patienten.

In der vorliegenden Untersuchung fanden wir zudem eine statistisch signifikante Korrelation
zwischen Hohe des Serumlaktatspiegels und DOB,.x sowie der kumulativen Dosis nach 120
Minuten bezogen auf alle Probanden und in der Gruppe aller HIV-positiven

Studienteilnehmer.

In der Gruppe der antiretroviral ohne Stavudin oder Didanosin therapierten Patienten ergab
sich eine signifikante negative Korrelation zwischen Serumlaktat und der kumulativen

Wiederfindungsrate nach 120 Minuten.

Einen unabhingigen Einflussfaktor auf die Atemtestergebnisse stellte der Laktatspiegel in der

multivariaten Analyse jedoch nicht dar.

Milazzo et al. fanden bei therapierten HIV-Patienten mit Hyperlaktatdmie einen signifikant
verminderten DOBa, sowohl gegeniiber der gesunden Kontrollgruppe als auch gegeniiber
HAART-Patienten mit normalen Serumlaktatleveln (Milazzo et al., 2005). Passend dazu
zeigte sich in einer Studie von Montaner et al. ein signifikant vermindertes Verhiltnis von
mitochondrialer zu nukledrer DNA in peripheren Blutzellen bei hyperlaktdmischen Patienten
unter HAART gegeniiber therapierten HIV-Patienten ohne Laktaterh6hung und gegeniiber
HIV-negativen Probanden (Montaner et al., 2003). Milazzo et al. definierten aber
Hyperlaktatimie als Serumlaktat > 3mmol/l und schlossen Patienten mit einem

Serumlaktatspiegel zwischen 2,67 mmol/l und 3 mmol/l von den Analysen aus. Bei uns war
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Hyperlaktatdmie als Serumlaktatspiegel von > 2,2 mmol/l definiert. Vier von acht Patienten
mit Hyperlaktatdmie in unserer Studie hatten ein nur gering erhohtes Serumlaktat zwischen
2,3-2,9 mmol/l. Bei Milazzo war daher zwischen normolaktdmischen und hyperlaktimischen
Patienten, die in die Analysen einbezogen wurden, eine groBere Differenz, die sich als
deutlicher Unterschied der Atemtestergebnisse niedergeschlagen haben kann. Bei Montaner et
al. wurden nur Patienten mit symptomatischer Hyperlaktatimie in den Vergleich des
Verhiltnises von nukleédrer zu mitochondrialer DNA einbezogen. In unserem Kollektiv war
Hyperlaktatdmie allein durch den erhohten Serumlaktatspiegel definiert. Symptome zeigte

kein Patient.

Signifikante Unterschiede zwischen HIV-Patienten unter HAART mit Hyperlaktatdmie, HIV-
positiven, therapienaiven Patienten und HIV-Patienten unter HAART ohne Hyperlaktatimie
waren bei uns nicht nachweisbar, was moglicherweise daran liegt, dass auch bei nicht-
hyperlaktatamischen HIV-Patienten eine mitochondriale Schdadigung (durch HIV selbst oder
die HAART) vorlag. Da diese Gruppen auch keine signifikanten Unterschiede im Vergleich
mit der gesunden Kontrollgruppe aufwiesen, ist jedoch von einer geringeren Beeintriachtigung

der hepatischen mitochondrialen Funktion auszugehen.

Die Hohe des Laktatspiegels im Blut hdngt vor allem von der Funktion des oxidativen

Stoffwechsels der Mitochondrien in Leber und Muskulatur ab (Montaner et al., 2003).

Die Laktaterhohung ist eine typische Nebenwirkung der Therapie mit NRTI. In der Literatur
ist vor allem fiir Stavudin und die Kombination aus Stavudin und Didanosin ein Risiko fiir
eine Laktaterhohung beschrieben (Boubaker et al., 2001; ter Hofstede et al., 2004). Durch
Hinzugabe eines oder mehrerer weiterer nukleosidischer und nukleotidischer Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren wichst das Risiko einer Laktatazidose (Boubaker et al., 2001;
Murphy et al., 2003; Montaner et al., 2004). Das gilt selbst fiir NRTI mit an sich geringem
Risiko (Murphy et al., 2003) wie Lamivudin, Abacavir und Tenofovir.

In unserem Kollektiv zeigte sich keine signifikante Korrelation des Laktatspiegels mit den
Atemtestergebnissen bei Patienten mit aktueller oder fritherer Stavudin-Therapie oder
Therapie mit einer Kombination aus Didanosin und Stavudin. Stattdessen ergab sich eine
signifikante negative Korrelation zwischen kumulativer Wiederfindungsrate nach 120
Minuten und Serumlaktatspiegel bei Patienten, die weder Stavudin noch Didanosin erhielten

und im Gesamtkollektiv.
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In der Gruppe von Patienten, die zum Zeitpunkt der Untersuchung ohne Stavudin oder
Didanosin behandelt wurden, gab es verschiedene antiretrovirale Therapien. Zudem zeigte
sich in dieser Gruppe (nicht signifikant) die ldngste mittlere Therapiedauer (94 + 56 Monate;
ddI&d4T: 78 + 32 Monate; d4T&3TC: 64 + 27 Monate; ddI&TDF: 76 + 45 Monate) und das
hochste mittlere Alter (47 + 10 Jahre; ddI&d4T: 43 + 11 Jahre; d4T&3TC: 42 + 18 Jahre;
ddI&TDF: 43 + 7 Jahre). Mdoglicherweise liegt hier deswegen eine groBere Bandbreite
unterschiedlicher Schweregrade von Mitochondrienschdden vor als in den anderen Gruppen.
Das konnte einen Grund fiir die deutliche Korrelation zwischen kumulativer

Wiederfindungsrate nach 120 Minuten und Laktatspiegel im Serum darstellen.

Eine weitere mogliche Erkldrung fiir die Signifikanz der Korrelation in der Gruppe ohne
Didanosin und Stavudin konnte in der vergleichsweise groBBen Gruppenstirke (n = 20) liegen,

die den Trend hin zu weniger toxischen Therapieregimes widerspiegelt.

5.8 Einfluss einer Hepatitis-Co-Infektion auf den
Atemtest

HIV-Patienten, die mit dem HBV oder HCV chronisch infiziert waren, zeigten gegeniiber
HIV-negativen Probanden und HIV-Patienten ohne Hepatitis-Co-Infektion eine signifikant
verldngerte Zeit bis zum Erreichen von DOB,,,, unabhingig von einer sonographisch-
sichtbaren Parenchymveridnderung oder Transaminasenerhohung iiber das Zweifache des
Referenzbereichs. Zudem kam einer Hepatitis-Co-Infektion im Gesamtkollektiv, bei allen
HIV-Patienten und bei HIV-Patienten unter ART ein signifikanter Einfluss auf die Zeit bis
zum Erreichen von DOBy,x zu. In der multivariaten Analyse erwies sich eine Hepatitis-Co-

Infektion als unabhingiger Einflussfaktor.

Sonographisch sichtbare Parenchymverinderungen traten bei drei von insgesamt acht
Patienten mit chronischer Hepatitis auf. Diese drei Patienten waren alle mit Heptitis-B-Virus
infiziert und erhielten zum Zeitpunkt der Untersuchung eine antiretrovirale Therapie.
Transaminasenerhdhungen iiber das zweifache des Referenzbereichs traten bei ebenfalls drei
Patienten auf, die gleichfalls alle mit antiretroviraler Therapie behandelt wurden. Von diesen
war einer mit Hepatitis C-Virus infiziert, zwei mit Hepatitis B. Bei diesen beiden Patienten

mit Hepatitis B bestand zusitzlich ein sonographisch sichtbarer Leberparenchymschaden.

In der Literatur ist eine vermehrte mitochondriale Toxizitdt, die sich in hdufigerem Auftreten

von symptomatischer Hyperlaktatimie mit Multiorganversagen &uflert, fiir NRTI in
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Kombination mit Ribavirin zur Behandlung einer chronischen Hepatitis C beschrieben
(Lafeuillade et al., 2001; Fleischer et al., 2004; Bani-Sadr et al., 2005). In unserem Kollektiv
wurde aktuell niemand aufgrund seiner Hepatitis behandelt. Eine asymptomatische
Hyperlaktatdmie von 3,3 mmol/l trat nur bei einem Patienten mit chonischer Hepatitis B-Co-
Infektion auf. Dieser Patient erhielt aktuell eine Therapie mit Tenofovir, Lamivudin und
geboostertem Proteaseinhibitor, eigentlich eine Kombination, die mit einem nur geringen

Risiko fiir Laktaterhohungen assoziiert ist (Birkus et al, 2002).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Hepatitis-Co-Infektion an sich ein Grund fiir eine
verstarkte mitochondriale Toxizitdt (in einem Fall assoziiert mit Laktaterhohung) darstellt, die

sich in den Ergebnissen des '*C-Methionin-Atemtests zeigen lieB.

In der Tat gibt es Untersuchungen, die mitochondriale Funktionsstérungen durch Hepatitis B
und Hepatitis C-Virus an Zellkulturen beschreiben. Hepatitis B-Virus-X-Protein fiihrt zu einer
Abnahme der Enyzmaktivitidten der mitochondrialen Elektronentransportkette (Komplex I, II,
IV, V), sowie von durch mitochondriale DNA kodierten Untereinheiten der Cyclooxygenase
(COX I, II, II) und fiihrt damit zu einer verstirkten Produktion von reaktiven
Sauerstoffspezies (Lee et al., 2004). Zudem kommt es zu einer Abnahme des mitochondrialen
Membranpotentials und einer Sensibilisierung der Zelle fiir Apoptosemechanismen ohne
direkte Induktion der Apoptose durch das virale Protein (Shirakata und Koike, 2003; Lee et
al., 2004). Verschiedene Proteine des HCV (core, E1, NS3, NS4A) fiihren ebenfalls zu
vermehrter Produktion von Sauerstoffradikalen durch Inhibition der mitochondrialen
Elektronentransportkette und Verdnderung des mitochondrialen Membranpotentials und
damit letztlich zur Apoptose der untersuchten Zellen (Korenaga et al., 2005; Machida et al.,
2006; Nomura-Takigawa et al., 2006).

Zudem konnte gezeigt werden, dass Maushepatozyten, die Hepatitis-B-Virus-X-Protein
iiberexprimierten, deutlich  empfindlicher —auf Exposition mit FEthanol oder
Tumornekrosefaktor o reagierten: Es ergab sich eine erhohte Produktion von reaktiven
Sauerstoffradikalen, eine erhOhte Permeabilitit der mitochondrialen Membran, vermehrte
Freisetzung von Cytochrom C und erhohte Aktivitit von Caspase-3, und somit eine erhdhte

Apoptosewahrscheinlichkeit im Vergleich mit den Kontrollzellkulturen (Kim et al., 2005).

Auch fiir die mitochondriale Toxizitdt der NRTI wird unter anderem eine Beteiligung
reaktiver Sauerstoffspezies diskutiert (de la Asuncién et al., 1998; Szabados et al., 1999;

Kakuda, 2000; Lewis, 2003; Kohler und Lewis, 2006). So ist mdglich, dass sich die
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unterschiedlichen toxischen Effekte von HCV oder HBV und der antiretroviralen

Medikamente addieren. Unsere Ergebnisse unterstiitzen diese Theorie.

5.9 Zusammenhang laborchemischer und Kklinischer
Variablen mit den Ergebnissen des Atemtests

5.9.1 Korrelation mit dem Alter

Die Hohe der kumulativen Wiederfindungsrate nach 120 Minuten war im Priitkollektiv
insgesamt signifikant negativ abhingig vom Alter der Versuchspersonen. Dieses Ergebnis
lieB sich jedoch in den einzelnen Untergruppen (Kontrollgruppe, Patienten mit und ohne
antiretrovirale Medikation) nicht nachvollziehen. Auch in der multivariaten Analyse erwies
sich das Alter nicht als unabhingiger Einflussfaktor auf das Ergebnis des '*C-Methionin-
Atemtest.

Dieser Zusammenhang kann eine Abnahme der metabolischen Leistungsfahigkeit der Leber
und der mitochondrialen Funktion im Alter widerspiegeln. Hoheres Lebensalter pradestiniert
fiir die Manifestation mitochondrialer Toxizitit (Cohan, 2000; Luciano et al., 2003; ter
Hofstede et al., 2003; Grinspoon und Carr, 2005; Liechtenstein, 2005). Gleichzeitig spielt die

Abnahme der mitochondrialen Funktion eine Rolle im Alterungsprozess (Loeb et al., 2005).

Milazzo et al. sahen keine Korrelation zwischen DOB und Alter (Milazzo et al., 2005). Das
liegt moglicherweise an der Patientenselektion, da die Altersstandardabweichungen in der
vorliegenden Arbeit etwa dreimal so gro8 waren, wie im von Milazzo et al. gepriiften
Kollektiv. In der Studie von Milazzo lieB sich bei eventuell nicht ausreichender

Altersvariabilitit kein Einfluss des Alters feststellen.

Bei Banasch et al. war ebenfalls kein Einfluss des Alters auf das Ergebnis des '>C-Methionin-
Atemtests festgestellt worden (Banasch et al., 2005). Auch hier waren die Alters-

standardabweichungen deutlich geringer als in unserem Kollektiv.

Auch Spahr et al. stellten bei der Anwendung des *C-Methionin-Atemtests bei Patienten mit
Leberzirrhose und Steatosis hepatis im Vergleich mit gesunden Kontrollen keine Korrelation
mit dem Alter fest. Allerdings wurden in dieser Studie systematisch Probanden mit
manifesten strukturellen toxischen oder viralen Leberschdden untersucht, die unabhdngig vom
Alter der Betroffenen die Leberfunktion beeintrichtigen und damit das Ergebnis im "C-

Methionin-Atemtest beeinflussen (Spahr et al., 2003).
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5.9.2 Sonographischer Befund der Leber

Die Steatosis hepatis hatte in der univariaten Analyse einen signifikanten Einfluss auf das
Ergebnis des Atemtests, stellte in der multivariaten Analyse aber keinen unabhingigen

Einflussfaktor dar.

Es wurde gezeigt, dass strukturelle Leberverinderungen das Ergebnis des '*C-Methionin-
Atemtests verschlechtern (Spahr et al., 2003). Die direkte Abhingigkeit von Steatosis hepatis
und "*C-Methionin-Atemtest zeigte sich an einem Fall von akuter mikrovesikuldrer Steatosis
hepatis aufgrund einer Intoxikation mit Valproinsédure: Mit zunehmender struktureller

Leberregenration verbesserten sich auch die Atemtestergebnisse (Spahr et al., 2001).

Eine Leberverfettung kann verschiedenste Ursachen haben, u.a. kann sie Folge der
mitochondrialen Toxizitdt von NRTI sein (Dagan et al., 2002). Andere Ursachen kénnen
andere Medikamente, eine chronische Virushepatitis, Alkohol, Drogen oder

Stoffwechselstorungen, insbesondere Diabetes mellitus sein.

An unserer Studie nahmen Patienten mit chronischer Hepatitis-Co-Infektion und auch
Patienten mit potentiell toxischen Begleitmedikationen (Tab. 5) teil. Von vier Patienten mit
sonographisch beschriebender Steatosis hepatis (drei unter antiretroviraler Therapie, eine
therapienaive Patientin mit Diabetes mellitus) war ein Patient mit einer chronischen Hepatitis
B infiziert, insgesamt zwei Patienten waren an einem tablettenpflichtigen Diabetes mellitus
Typ II erkrankt. Alle vier Patienten hatten eine potentiell hepatotoxische Begleitmedikation:
Patient 1: Tolperison, Glibenclamid, Ranitidin; Patient 2: Rosiglitazon Patient 3: Fluvastatin,
Pantoprazol; Patient 4: Pantoprazol. Die Steatosis hepatis war somit bei keinem der Patienten

eindeutig monofaktoriell durch die antiretrovirale Therapie bedingt.

An Ratten mit nichtalkoholischer Steatosis hepatis konnte gezeigt werden, dass der
mitochondrialen Dysfunktion mit vermehrter Produktion reaktiver Sauerstoffradikale eine

entscheidende Rolle in der Pathogenese der Steatosis hepatis zukommt (Oliveira et al., 2006).

Unsere Ergebnisse im “C-Methionin-Atemtest sind mit dieser Theorie gut erklirt. Da in
jedem Fall eine mitochondriale Schadigung vorliegt, ist es nicht mdglich festzustellen, ob sie
auf der antiretroviralen Therapie beruht. Der *C-Methionin-Atemtest ist somit bei Vorliegen
einer Steatosis hepatis unklarer Ursache nicht geeignet, spezifisch die durch antiretrovirale
Therapie verursachte Mitochondrienschddigung zu diagnostizieren, die mitochondriale

Schidigung an sich wird aber erfasst.
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5.9.3 Korrelation mit der Hohe der Transaminasen

Im Gesamtkollektiv ergaben sich positive Korrelationen zwischen GOT, GPT und Zeit bis
zum Erreichen von DOB,,,x. Einen unabhingigen Einfluss auf die Ergebnisse des Atemtests

zeigte die Hohe der Transaminasen in der multivariaten Analyse nicht.

Transaminasenerhohungen konnen viele Ursachen haben. Sie konnen idiopathisch,
medikamentds (unter anderem durch antiretrovirale Medikamente), toxisch (z.B. Ethanol),

infektios (z.B virale Hepatitis) oder autoimmun bedingt sein.

In der Literatur zur Bezichung zwischen *C-Methionin-Atemtest bzw. mitochondrialer
Toxizitdt und Leberenzymen gibt es uneinheitliche Ergebnisse. DiCampli et al. fanden eine
negative Korrelation zwischen GOT-Spiegel und Erholung der Leberfunktion gemessen im
C-Methionin-Atemtest nach orthotoper Lebertransplantation (DiCampli et al., 2003). Beim
Vergleich von gesunden Kontrollen, therapienaiven HIV-Patienten und HIV-Patienten unter
ART mit und ohne Lipoatrophie war die Hohe der GPT der einzige unabhingige
Einflussfaktor auf das Ergebnis des Atemtests (Banasch et al., 2005). Dagegen zeigte sich in
einer anderen Studie zum *C-Methionin-Atemtest bei HIV-Patienten mit und ohne ART (mit
und ohne Hyperlaktatimie) gegeniiber gesunden Kontrollen keine Korrelation zwischen
Ergebnissen des Atemtests und Leberenzymen (Milazzo et al, 2005). In dieser Studie waren
allerdings Patienten mit Hepatitis-Co-Infektion von der Teilnahme ausgeschlossen, ebenso
wie Patienten mit Begleitmedikation, so dass eine Erhéhung von Leberenzymen mit

geringerer Haufigkeit zu finden war als in der vorliegenden Arbeit.

Da der '’C-Methionin-Atemtest (wie oben beschriecben) durch Leberschidigungen
verschiedener Genese beeinflusst werden kann, die auch zu Transaminasenerhhungen fiihren
konnen, erscheint die Korrelation zwischen Ergebnissen des Atemtests und der Hohe von

GOT und GPT plausibel.

Die GPT liegt gelost im Zytoplasma der Hepatozyten vor, die GOT ist zu etwa 30% im
Zytoplasma geldst, zum Grofteil (70%) jedoch an mitochondriale Strukturen gebunden
(Thomas et al., 1998). Eine leichte Leberschidigung fiihrt primér zu einer Freisetzung der
zytoplasmatischen Formen und damit v.a. zu einer Erhohnung der GPT im Serum. Bei
schweren Leberschiden mit Schadigung der mitochondrialen Membran steigt zunehmend

auch der Spiegel der GOT an. Die Korrelation zwischen Transaminasenerhohung und Zeit bis
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zum Erreichen von DOBp. zeigt den mit dem strukturellen Mitochondrienschaden

einhergehenden Verlust der hepatischen mitochondrialen Funktion.

5.9.4 Korrelation mit dem Korpermassenindex

Eine signifikante negative Korrelation zwischen Korpermassenindex (Body-Mass-Index,
BMI) und kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten bestand im Gesamtkollektiv

und in der Gruppe aller HIV-positiven Probanden.

Eine signifikante positive Korrelation mit der Zeit bis zum Erreichen von DOB .« zeigte sich
im Gesamtkollektiv, bei allen HIV-Patienten, in der Gruppe der therapierten HIV-Patienten
und bei Patienten die aktuell oder frither mit Didanosin oder Stavudin therapiert worden

waren.

Einen unabhingigen Einfluss auf die Atemtestergebnisse hatte der BMI in der multivariaten
Analyse im Gesamtkollektiv, sowie in der Gruppe der HIV-Patienten unter antiretroviraler

Therapie auf die Zeit bis zum Erreichen von DOB .

Hoherer BMI ginge demnach mit einer Verminderung der hepatischen mitochondrialen
Funktion einher. Das erscheint bei den héufigen Folgeerkrankung der Adipositas (z.B
Steatosis hepatis, Fettstoffwechselstorungen, Diabetes mellitus), die mit mitochondrialen
Funktionsstorungen einhergehen kénnen (Asmann et al., 2006; Oliveira et al., 2006; Solis

Herruzo et al., 2006) plausibel.

Milazzo et al. fanden bei der Untersuchung von HIV-Patienten mit ART und
Hyperlaktatdmie, mit ART ohne Hyperlaktatdmie, therapienaiven HIV-Patienten und einer
HIV-negativen Kontrollgruppe keine Korrelation mit dem BMI (Milazzo et al, 2005),
ebensowenig Buffet et al., die den Gehalt an mitochondrialer DNA in HIV-Patienten mit

Lipoatrophie und einer HIV-negativen Kontrollgruppe untersuchten (Buffet et al., 2005).

Da der Zusammenhang zwischen Atemtest und BMI (bei statistisch nicht signifikant
unterschiedlichem mittleren BMI) weder in der Kontrollgruppe, noch bei therapienaiven HIV-
Patienten zu finden war, ist man versucht, ihn auf die antiretrovirale Therapie
zurlickzufiihren. Nach Initialisierung einer antiretroviralen Therapie sind Gewichtszunahmen
haufig und oft erwiinscht (Saghayam et al., 2007). Dieser Effekt beruht aber nicht auf einer
toxischen unerwiinschten Wirkung, sondern dem verbesserten Immunstatus und damit einer

Normalisierung der Stoffwechsellage der Patienten. Als Langzeitnebenwirkung ist
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Gewichtszunahme fiir antiretrovirale Medikamente nicht beschrieben. Ein Zusammenhang
zwischen BMI-Zunahme und durch die antiretrovirale Therapie bedingter mitochondrialer

Toxizitit besteht demnach nicht.

Eine mogliche Erklarung dafiir, dass ein signifikanter Zusammenhang zwischen BMI und den
Ergebnissen des '*C-Methionin-Atemtests nicht in der Kontrollgruppe und der Gruppe der
HIV-Patienten ohne ART nachweisbar war, ist das signifikant hohere Alter in der Gruppe der
HIV-Patienten unter antiretroviraler Therapie. Mit dem Alter steigt die Wahrscheinlichkeit fiir
Begleiterkrankungen wie Adipositas, Steatosis hepatis, Diabetes mellitus, und damit auch fiir
potentiell hepatotoxische Begleitmedikationen (Tab. 5). Zudem nimmt, wie oben beschrieben,
die mitochondriale Funktion im Alter ab (Loeb et al., 2005). In der Gruppe der Patienten unter
ART waren sonographisch Leberparenchymverénderungen in insgesamt 40% der Fille nach-
weisbar. Dies traf bei HIV-Patienten ohne ART nur fiir 23% der Fille, bei HIV-negativen
Probanden fiir 12,5% zu.

Ein Einfluss des BMI auf die Ergebnisse des '*C-Methionin-Atemtests kann somit durch die
Begleiterkrankungen verursacht sein, die bei Adipositas vermehrt auftreten und mit einer

mitochondrialen Funktionsstérung einhergehen konnen.

5.9.5 Korrelation mit den Serumlipidwerten

Die Hohe des Triglyzeridspiegels korrelierte im Gesamtkollektiv positiv mit der Zeit bis zum
Erreichen von DOB,,,,x. Eine negative Korrelation mit der kumulativen Wiederfindungsrate
nach 120 Minuten fand sich im Gesamtkollektiv, bei allen HIV-Patienten und bei HIV-
positiven therapienaiven Probanden. Ein unabhingiger Einfluss auf die Ergebnisse des
Atemtests in der multivariaten Analyse hatten die Triglyzeride auf die Zeit bis zum Erreichen

von DOB .« im Gesamtkollektiv.

In den zwei anderen, bereits zitierten, Studien zum '*C-Methionin-Atemtest bei HIV
Patienten wurden keine Angaben zur Korrelation zwischen Atemtestergebnissen und
Triglyzeridspiegeln gemacht (Milazzo et al., 2005; Banasch et al., 2005). In beiden Studien
zeigten sich jedoch in der Gruppe der HIV-Patienten unter stabiler antiretroviraler Therapie
die signifikant hochsten Triglyzeridspiegel verglichen mit der Kontrollgruppe und HIV-
Patienten ohne antiretrovirale Behandlung (Milazzo et al., 2005; Banasch et al., 2005). Das
war auch bei uns der Fall (Kontrollgruppe: 89 + 20 mg/dl; therapienaive HIV-Patienten: 94 +
34 mg/dl; HIV-Patienten unter stabiler ART: 280 + 260 mg/dl; p < 0,001).
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In unserem Kollektiv zeigten Patienten mit einer beliebigen Form der Lipodystrophie
signifikant hohere Triglyzeridlevel als die gesunde Kontrollgruppe (325 + 319 mg/dl vs. 89 +
20 mg/dl; p = 0,003) und HIV-positive therapienaive Probanden (325 + 319 mg/dl vs. 95 + 34
mg/dl, p = 0,001). Erhohte Blutfette sind hdufig Begleiterscheinung einer Lipodystrophie im
Rahmen der mitochondrialen Toxizitdt von NRTI und der Behandlung mit PI (Vigouroux et
al., 1999; Dagan et al., 2002; McComsey und Walker, 2004; Grinspoon und Carr, 2005;
Liechtenstein, 2005; McComsey et al., 2005 b; Villaroya et al., 2005).

Die Leber ist ein zentrales Organ des Fettstoffwechsels (Fujimoto et al., 2006). Leberfunktion
und Blutfettspiegel sind eng miteinander verkniipft: Erhohung des Triglyzeridspiegels ist
hiufig assoziiert mit Leberschdden, wie z.B. Leberverfettung, Fettleberhepatitis oder Zirrhose
(Bedogni et al., 2006; Fujimoto et al., 2006; Lavoie und Gauthier, 2006). Freie Fettsiduren, die
durch Lipolyse des Fettgewebes, z.B. im Rahmen einer Lipodystrophie oder durch Hydrolyse
von Triglyzeriden durch die Lipoproteinlipase oder die hepatische Lipase entstehen (Simha
und Garg, 2006) fiihren zu vermehrter Fettsdureansammlung mit Lipidtropfchenbildung in
Leberzellen. Diese wird gleichzeitig liber Aktivierung des PPARa-Rezeptors und Stimulation
der mitochondrialen und peroxisomalen -Oxidation und die mikrosomale ®-Oxidation der
Fette in der Leber reguliert (Lavoie und Gauthier, 2006; Solis Herruzo et al., 2006). Bei
hohem Fettsdureangebot kommt es zu vermehrter Radikalbildung und vermehrtem
oxidativem Stress, dem eine mitochondrientoxische Wirkung unterstellt wird (Hruszkewycz,

et al., 1988; Solis Herruzo et al., 2006; Madamanchi und Runge, 2007).

Die Hohe des Triglyzeridspiegels konnte somit die mitochondriale Funktion und damit das
Ergebnis des '*C-Methionin-Atemtests negativ beeinflussen, auch unabhiingig von einer
antiretroviralen Behandlung. Andererseits wird bei vorgeschiddigten Mitochondrien (z.B.
durch NRTI-Therapie) die Oxidation der Fettsduren ebenfalls vermehrt in Peroxisomen und
Mikrosomen verlagert (Kamal und French, 2004), wobei reaktive Radikale entstehen
(Natarajan et al., 2006). Somit konnte Hypertriglyzeriddmie auch eine vorbestehende

mitochondriale Schadigung verstérken.

Nicht auszuschlieBen ist auBBerdem, dass Hypertriglyzeriddmie nicht Ursache, sondern Folge
der mitochondrialen Schiddigung der Leber ist, die sich durch vermehrte Bildung von

triglyzeridreichen VLDL gegen eine Verfettung schiitzt (Kamal und French, 2004).

Die Assoziation zwischen Triglyzeridspiegeln und Atemtestergebnissen konnte demnach als

Ausdruck der gestorten Funktion der hepatischen Mitochondrien gedeutet werden, die unter
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antiretroviraler Behandlung mit NRTI auftreten. Ungeklért ist, ob es sich um einen direkten
und alleinigen Effekt der antiretroviralen Medikamente auf die hepatischen Mitochondrien
handelt, oder das vermehrte Triglyzeridangebot im Rahmen der Lipodystrophie zu

mitochondrialer Funktionsstorung beitragt.

5.9.6 Korrelation mit dem mittleren Erythrozytenvolumen

Signifikante Korrelationen zwischen mittlerem Erythrozytenvolumen (Mean Cellular
Volume, MCV) und Atemtest zeigten sich im Gesamtkollektiv, bei allen HIV-Patienten, bei
allen HIV-Patienten unter ART, bei Patienten, die frither eine Therapie mit Zidovudin
erhalten hatten und bei Patienten, die zum Untersuchungszeitpunkt mit Stavudin behandelt

wurden.

In der multivariaten Regression erwies sich das MCV als unabhéngiger Einflussfaktor auf die
kumulative Wiederfindungsrate und DOB,.x. Studienteilnehmer mit erhdhtem MCV (> 99 fl)

hatten eine signifikant erniedrigte kumulative Wiederfindungsrate nach 120 Minuten.

Dieser Zusammenhang wurde bislang in keiner anderen uns bekannten Atemteststudie an

HIV-Patienten untersucht.

Bei keinem unserer Probanden war ein chronischer Alkoholabusus bekannt, ebensowenig
Bildungsstérungen im Knochenmark, Chemotherapie oder Hidmolyse. Vitamin B12 und
Folsdure waren bei zehn Patienten (25%) unter antiretroviraler Therapie im Verlauf von
einem Jahr um die Atemtestuntersuchung bestimmt worden. Alle Werte lagen im

Referenzbereich.

Den einzigen bekannten Risikofaktor neben der NRTI-Therapie stellten somit Hepatitis-Co-
Infektion und strukturelle Leberschdden dar. Patienten mit Hepatitis-Co-Infektion und
Patienten mit sonographischen Hinweisen auf einen strukturellen Leberschaden hatten im
Vergleich mit Probanden ohne begleitende Lebererkrankung jedoch kein signifikant erhohtes
MCV.

Therapie mit Zidovudin und Stavudin ist assoziiert mit Erhohung des MCV (Geene et al.,
2000; Eyer-Silva et al., 2001; Romanelli et al., 2002). Wihrend es zur Pathogenese der unter
Zidovudin ebenfalls zu beobachtenden Andmie verschiedenste Erkldrungsansitze gibt
(Sommadossi et al., 1989; Cretton et al., 1990; Weidner et al., 1991; Hobbs et al., 1995; Spiga
et al., 1999), ist der Mechanismus hinter der Erhéhung des Erythrozytenvolumens ungeklirt.
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Diskutiert wird, ob iiber einen Einbau der Nukleosidanaloga in zellulire DNA die Zellteilung
gestort wird mit der Folge der Entstehung von Riesenzellen (Volberding et al., 1990; zitiert
nach Romanelli et al., 2002).

Die Korrelation unserer Atemtestergebnisse mit dem '*C-Methionin-Atemtest zeigt eine
gleichsinnige Schéddigung der Leber und der Blutzellen. In der Leber beruht die
Zellschadigung auf einer Stérung der mitochondrialen Funktion. Die deutliche Korrelation
und die Tatsache, dass das MCV ein unabhidngiger Einflussfaktor auf unsere
Atemtestergebnisse war, konnen ein Hinweis sein, dass auch bei der in Zusammenhang mit
NRTI-Therapie beobachtenden Makrozytose eine mitochondriale Schiddigung der
Vorlduferzellen der Erythrozyten im Knochenmark, z.B. durch Einbau der NRTI in die

zelluldre DNA, eine Rolle spielen kann.

Ahnlich, wie bei der Makrozytose auf dem Boden einer alkoholischen Lebererkrankung
diskutiert wird (Latvala et al., 2001; Duryee et al., 2004; Niemeld und Parkkila, 2004), konnte
die im Zusammenhang mit NRTI-Therapie beobachteter Makrozytose aber auch auf anderem
Wege, ndmlich iiber Addukte toxischer Metabolite mit Proteinen und Membranbestandteilen
zustande kommen. Der deutliche Zusammenhang zwischen Makrozytose und
Atemtestergebnissen wire dann Ausdruck einer Schidigung durch das gleiche Agens, jedoch

auf verschiedene Art.

Untersuchungen an Mitochondrien erythropoetischer Stammzellen aus dem Knochenmark
unter NRTI-Therapie konnten Aufschluss bringen, ob eine mitochondriale Schadigung fiir die

Entstehung einer Makrozytose eine Rolle spielt.

5.10 Wertung des BC-Methionin-Atemtests

Mit der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob es sich beim '*C-Methionin-
Atemtest um eine sinnvolle Methode zur Diagnostik einer NRTI-bedingten mitochondrialen
Storung handelt. Wiinschenswert wire eine Untersuchung mit hoher Spezifitit und
Sensitivitit, die fiir den Patienten risikoarm und klinisch einfach durchzufiihren ist. Der Be-
Methionin-Atemtest erschien geeignet, da er nicht-invasisv nach oraler Aufnahme einer
markierten Aminosdure iiber den hepatischen mitochondrialen Methionin-Stoffwechsel
Aufschluss gibt, indem die Menge des markierten Metaboliten in der Ausatmeluft bestimmt
wird. Nebenwirkungen des Tests wurden von keinem Probanden beschrieben, so dass seine

Durchfiihrung unbedenklich erscheint.
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Aufgrund unserer Analysen haben sich viele Faktoren ergeben, die das Ergebnis des "*C-
Methionin-Atemtest beeinflussen. Hierzu zdhlen hepatische Erkrankungen wie eine
chronischen Hepatitis, eine Steatosis hepatis, aber auch metabolische Storungen wie
Hypertriglyzeriddmie. Aufgrund dieser Ergebnisse scheint der '*C-Methionin-Atemtest nur
bedingt zur Diagnose einer mitochondrialen Toxizitdt durch NRTI geeignet zu sein, da nicht
eindeutig zu kldren ist, was die Ursache der gemessenen hepatisch mitochondrialen
Funktionsstorung ist, da es zu viele Einflussfaktoren gibt. Das ist ein methodisches Problem

des Atemtests.

Andererseits hat sich gezeigt, dass bekannte Nebenwirkungen der NRTI-Therapie, die nach
allgemein anerkannter These auf einer mitochondrialen Funktionsstérung beruhen, in der
vorliegenden Untersuchung keinen messbaren Einfluss auf die Testergebnisse hatten. Somit
ist entweder die mitochondriale Funktionsstorung der Leber kein geeigneter Parameter zur
Fritherkennung einer auBlerhalb der Leber sich manifestierenden mitochondrialen Toxizitit,
oder die Sensitivitdt des angewandten Tests nicht hoch genug, einen im Vergleich zu anderen
Faktoren geringen Einfluss der NRTI auf die hepatischen Mitochondrien nachzuweisen.
Hieriiber konnten Untersuchungen an groBeren, hinsichtlich Begleiterkrankungen und
Nebenwirkungen der ART genau definierten Patientengruppen zur Kldrung beitragen. Auch
konnte eine Verldngerung des Messzeitraumes sinnvoll sein. Es sollte gepriift werden, ob eine
solche Verldangerung (z.B liber 24, statt zwei Stunden) die Sensitivitit des Tests erhoht. In
unserer Untersuchung hat sich die Tendenz gezeigt, dass HIV-Patienten unter ART DOB .«
spater erreichten als gesunde Kontrollen und therapienaive HIV-Patienten. Bei einer ldngeren
Messung wiren moglicherweise auch Unterschiede in der kumulativen Wiederfindungsrate

festzustellen.

Eine zuverldssige Methode zur Fritherkennung der NRTI-bedingten mitochondrialen Toxizitét
konnte der Test nach unseren Ergebnissen nur darstellen, wenn andere hepatotoxische
Einfliisse ausgeschlossen werden konnen. Das ist nur bei einer geringen Zahl von HIV-
Patienten denkbar, so dass er sich nicht als eine generelle Fritherkennungsuntersuchung fiir
mitochondriale Toxizitdt eignet. Eine entsprechend differenzierte Patientenselektionierung
hinsichtlich Begleiterkrankungen und verordneten Medikamenten konnte nur unter

experimentellen Bedingungen, nicht aber in der klinischen Praxis erfolgen.

Ebenso wird sich der Test als Verlaufsparameter bei Neueinstellung auf eine ART nur eignen,

wenn weitere hepatotoxische Einfliisse innerhalb des Beobachtungszeitraums ausgeschlossen
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werden konnen, oder aber solche intraindividuell keinen Anderungen unterworfen sind. Zur
weiteren Untersuchung wiren hier ldngere Beobachtungszeitriume an einem groferen
Patientenkollektiv erforderlich. Auch hier wére eine genaue Differenzierung der Probanden
hinsichtlich Begleiterkrankungen und Begleitmedikationen in Folgeuntersuchungen

notwendig.

Nicht zuletzt stellt der '*C-Methionin-Atemtest ein Testverfahren dar, das zwar einfach
durchzufiihren ist, dafiir aber materialintensiv (Markersubstanz, Probensammelsysteme) und
damit teuer, sowie fiir Probanden und Untersucher zeitaufwendig. Das sind Faktoren, die eine
Etablierung als generelle Screening-Malinahme erschweren kénnen. Aullerdem wird zur
Auswertung des Tests ein Massenspektrometer bendtigt, das nicht iiberall verfiigbar ist.
Allerdings ist ein Einschicken von Atemgasproben an ein Zentrum denkbar, da eine sofortige

Untersuchung nicht zwingend erforderlich ist.

Alternative  Testverfahren (z.B. Messung des mitochondrialen = DNA-Gehalts,
zytofluorimetrische Membranpotentialmessung an Mitochondrien aus Blutzellen) haben das
gleiche grundsitzliche Problem, dass nur eine mitochondriale Schadigung festgestellt werden
kann, jedoch in vivo nicht ihre Ursache. Einen eindeutigen Vorteil gegeniiber dem "“C-

Methionin-Atemtest stellt jedoch der geringere Aufwand fiir die Probanden dar.

Da aktuell kein anderer etablierter nicht-invasiver Test zur Fritherkennung NRTI-bedingter
mitochondrialer Funktionsstorungen existiert, wiren weitere Untersuchungen zum “C-
Methionin-Atemtest unter den oben genannten Mallgaben moglicherweise hilfreich und

deswegen wiinschenswert.
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6 Zusammenfassung

Der Wirksamkeit der hochaktiven antiretroviralen Therapie der HIV-Infektion stehen heute
teilweise schwerwiegende Nebenwirkungen gegeniiber. Viele dieser Nebenwirkungen werden
auf mitochondriale Funktionsstorungen zuriickgefiihrt, denen eine toxische Wirkung der
nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren zugrunde liegt. Es wére wiinschenwert,
einen einfach-durchzufithrenden Test zur Diagnosestellung und Verlaufsbeobachtung von

Storungen der mitochondrialen Funktion zur Verfiigung zu haben.

Verschiedene Studien haben die hepatische mitochondriale Funktion mit dem '*C-Methionin-
Atemtest an verschiedenen Patientenkollektiven und mit verschiedener Zielsetzung untersucht
und seine grundsétzliche Niitzlichkeit belegt (Armuzzi et al., 2000; Ishii et al., 2001; Spahr et
al., 2001 und 2003; Di Campli et al., 2003; Candelli et al., 2004; Milazzo et al., 2004 und
2005; Banasch et al., 2005). Studien, in denen die Aussagekraft des Tests an
Patientenkollektiven mit HIV-Infektion, die nicht hinsichtlich Begleiterkrankungen und
Begleitmedikation stark selektioniert waren, untersucht wurde, fehlten bisher. Das erscheint,
angesichts der — dank HAART — hoheren Lebenserwartung und damit verbundenen
vermehrten Begleiterkrankungen sowie relativ hdufigen Hepatitis-Co-Infektionen bei HIV-
Patienten, sinnvoll. Auch die Auswirkungen definierter unterschiedlicher Therapieregimes
wurden bislang unserem Kenntnisstand gemdB mit dem "‘C-Methionin-Atemtest nicht
untersucht, obwohl den verschiedenen NRTI unterschiedliche Toxizititsgrade zugeordnet

werden konnen.

HIV-negative Probanden, HIV-positive Studienteilnehmer ohne und mit antiretroviraler
Therapie zeigten keine signifikanten Unterschiede im '*C-Methionin-Atemtest. Zur Diagnose
einer mitochondrialen Schidigung bei einem gemischten Patientenkollektiv erscheint der Test
deshalb nicht sinnvoll. Auch zwischen Patienten mit verschiedenen antiretroviralen
Therapieregimes gab es keine unterschiedlichen Atemtestergebnisse, was moglicherweise auf
geringe Gruppengréfen zuriickzufiihren ist. Aber auch ein Einfluss fritherer Therapien und
Faktoren wie Begleiterkrankungen, Lebensalter etc. ist nicht auszuschlieen, da die Ursachen
hepatischer mitochondrialer Funktionsstorungen vielfdltig sind. Der Einfluss der NRTI ist im

Vergleich zu den anderen Faktoren als gering zu werten.

Ein Einfluss der HIV-Infektion selbst war in unserer Untersuchung nicht zu erkennen.
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HIV-Patienten mit Polyneuropathie zeigten im '*C-Methionin-Atemtest keine signifikant
unterschiedlichen Ergebnisse verglichen mit diesbeziiglich asymptomatischen Patienten. Dem
liegt moglicherweise die Gewebsspezifitdt der mitochondrialen Toxizitdt der NRTI zu Grunde

(Kakuda, 2000; Dagan et al., 2002; Cherry et al., 2006).

Patienten mit Hyperlaktatimie unter HAART zeigten eine signifikant ldngere Zeit bis zum
Erreichen von DOBy,.x sowie eine verminderte kumulative Wiederfindungsrate nach 120
Minuten im Vergleich mit der gesunden Kontrollgruppe. Patienten mit vowiegender
Lipoakkumulation zeigten verglichen mit HIV-Patienten ohne Lipoakkumulation unter
antiretroviraler Therapie eine signifikante Verminderung in DOBj.x. Beide Ergebnisse
konnten so gedeutet werden, dass bei Vorliegen von klinischen Symptomen einer
mitochondrialen Toxizitit die mitochondriale Funktionsstorung aufgrund der ART durch den
PC-Methionin-Atemtest nachweisbar war. Insbesondere in der Gruppe der Patienten mit
Lipoakkumulation ist diese Interpretation aufgrund der geringen Patientenzahl (N = 3) aber

gewagt.

Eine signifikant lingere Zeit bis zum Erreichen von DOB.x zeigten HIV-Patienten drei
Monate nach Ersteinstellung auf eine HAART im Vergleich zu vorher. Dies (in Verbindung
mit dem Wissen um die sonst gute intraindividuelle Reproduzierbarkeit der
Atemtestergebnisse) zeigt, dass der “C-Methionin-Atemtest zur Verlaufsbeobachtung einer
sich entwickelnden mitochondrialen Toxizitdt nach Neueinstellung auf eine HAART geeignet
ist, sofern andere Einflussfaktoren auf den Test ausgeschlossen sind. Damit ist grundsitzlich

die Moglichkeit zu fritherem therapeutischem Eingreifen gegeben.

Bei der Untersuchung von klinischen und laborchemischen Variablen auf ihren Einfluss auf
den "*C-Methionin-Atemtest zeigte sich, dass das Alter der Probanden, Hypertriglyzeridimie,
hoherer BMI, Steatosis hepatis, chronische Hepatitis-Infektion, Transaminasenerh6hung und

das MCV mit dem Ergebnis des '*C-Methionin-Atemtests korrelierten.

Insbesondere bei den hepatischen Begleiterkrankungen verwundert nicht, dass die im "*C-

Methionin-Atemtest gemessene hepatische mitochondriale Funktion beeintrachtigt wird.

Hypertriglyzeriddmie kann einerseits Folge einer mitochondrialen Funktionsstérung sein
(Kamal et French, 2004), andererseits durch vermehrte Radikalbildung die Funktion der

Mitochondrien beeintrachtigen (Hruszkewycz, et al., 1988; Solis Herruzo et al., 2006;
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Madamanchi und Runge, 2007). Hoherer BMI pridestiniert fiir das Auftreten von

Begleiterkrankungen wie Hypertriglyzeriddmie und Steatosis hepatis.

Die Korrelation mit Alter erscheint plausibel: Abnahme der hepatischen mitochondrialen
Funktion spielt eine entscheidende Rolle im Alterungsprozess (Loeb et al., 2005) sowie auch
hoheres Lebensalter bei HIV-Patienten fiir das Auftreten einer mitochondrialen Schiadigung
pridestiniert (Cohan, 2000; Luciano et al., 2003; ter Hofstede et al., 2003; Grinspoon und
Carr, 2005; Liechtenstein, 2005).

Die Korrelation mit dem MCV, die unter Therapie mit insbesondere Zidovudin und Stavudin
vermehrt auftritt, ist pathophysiologisch letztlich nicht geklart. Unser Ergebnis, v.a. die
Tatsache, dass das MCV einen unabhingigen Einflussfaktor auf die Ergebnisse des Atemtests
darstellte, kann ein Hinweis sein, dass auch hier eine mitochondriale Dysfunktion der
erythropoetischen Vorlduferzellen eine Rolle in der Genese spielt, auch hier moglicherweise
tiber Einbau von Nukleosidananloga in die zellulire DNA. Eine andere Ursache ist aber nicht

auszuschlief3en.

Insgesamt scheint der '*C-Methionin-Atemtest geeignet zur Verlaufsbeobachtung einer
mitochondrialen Toxizitit bei Neueinstellung auf eine antiretrovirale Therapie. Da es viele
Faktoren gibt, die das Ergebnis beeinflussen konnen, eignet er sich aber nur fiir Patienten
ohne Begleiterkrankungen, Begleitmedikationen oder andere Einflussfaktoren. Daher kann
sich auch die Diagnose einer NRTI-bedingten mitochondrialen Dysfunktion nach dem
derzeitigen Kenntnisstand zur Interpretation des Tests nicht auf den '*C-Methionin-Atemtest

allein stutzen.
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Anhang

A Tabellen

Gruppe | Gruppe 11 Gruppe IV
N 4 3 6
Unterschied DOB,,.x Baseline - 3 Monate 0,273 0,180 0,917
Unterschied Zeit DOB,,,, Baseline — 3 Monate 0,414 0,317 0,705
Unterschied Kum 120 Baseline — 3 Monate 0,715 1,000 0,753

Tab. 1: p-Werte im Wilcoxon-Test fiir verbundene Stichproben zur Feststellung eines signifikanten
intraindividuellen Unterschieds der Testergebnisse im Verlauf von drei Monaten.
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HIV- HIV+, ART- HIV+, ART+

N=8 N=13 N=40
Alter (Jahre) 35+15 42+ 8 45+ 11 %
Infektionsdauer (Monate) - 73 £ 86 141£59"*
BMI (kg/m?) 226+18 234+74 239+33
RR syst. (mmHg) 119+ 14 114+ 10 124 + 14
RR diast. (mmHg) 80+8 79+9 83+9
Puls (Schlige/min.) 69+ 10 71+£12 71+10
AF (Ziige/min) 13+1 14+2 14+2
Leichte korperliche Aktivitit (min/Woche) 253 £162 222 +181 796 £ 1197
Starke korperliche Aktivitit (min/Woche) 118+ 90 255 +£212 134+£255"*
TPZ (%) 98+6 97+38 96 + 14
GOT (UN) 24+6 31+13 37+ 19*
GPT (U/D) 25+38 35+25 41 +31
YGT (UN) 22+7 60 + 95 52+ 34%
AP (U 68+ 10 73+18 91+ 27**
Bilirubin (mg/dl) 0,9+0,9 0,6+04 1,0+0,8
Laktat (mmol/l) 1,0+0,2 1,2+0,6 1,5+0,8
CRP (mg/dl) 0,2+0,2 08+1,8 0,3+0,3
Glukose (mg/dl) 79+11 86+ 9 85+ 14
Triglyzeride (mg/dl) 89 +20 95 +34 281 +260
Gesamtcholesterin (mg/dl) 179+ 25 160 + 22 219 +55°*
HDL (mg/dl) 62 +23 36+ 10* 42 + 15%
LDL (mg/dl) 100 + 22 106 + 16 124 + 43
CD4-Zellen (Zellen/ul) - 253 +£133 498 +214*
CD4-Anteil an T-Zellen (%) - 16+9 26+11°
CD4-Nadir (Zellen/pl) - 179 £ 110 200 + 141

Viruslast (cp/ml)
Gesamttherapiedauer (Monate)

Dauer aktuelle Therapie (Monate)

100127 + 164891

2883 + 14692 *
84 £48

29 +33

Tab. 2: Studienpopulation. Signifikante Unterschiede (p < 0,05) zur Kontrollgruppe (HIV-)

gekennzeichnet durch *, signifikante Unterschiede (p < 0,05) zwischen HIV-Patienten unter
Therapie (HIV+, ART+) und therapienaiven HIV-Patienten (HIV+, ART-) gekennzeichnet

durch *.
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ART ddl & d4T weder ddl, noch d4t d4T & 3TC ddl & TDF

N 6 20 6 8

Tab.3: Verteilung der Patienten unter antiretroviraler Therapie auf die Untergruppen. ART
Antiretrovirale Therapie, d4T = Stavudin, ddI = Didanosin, 3TC = Lamivudin, TDF

Tenofovir.
N Art. HT HLA HypoTH DM 11 Chron. NI
HIV+, ART- 13 2(15%) 1 (8%) 1 (8%) 1 (8%) 0
HIV+, ART+ 40  5(13%) 2 (5%) 0 1 (3%) 2 (5%)

Tab. 4: Ubersicht iiber relevante Begleiterkrankungen bei HIV-Patienten (HIV+) ohne (ART-) und
mit (ART+) antiretroviraler Therapie. Art. HT = arterielle Hypertonie, HLA =
Hyperlipidimie, HypoTH = Hypothyreose, DM II = Diabetes mellitus Typ II, Chron. NI =
chronische Niereninsuffizienz.

HIV+, ART- HIV+, ART+
N 13 40
B-Blocker 1 (8%) 3 (8%)
ACE-Hemmer 1 (8%) 4 (10%)
Ca’"Antagonisten 0 1 (3%)
Thiazide 1 (8%) 1 (3%)
Schleifendiuretika 0 3 (8%)
Statine 1 (8%) 2 (5%)
Cumarine 0 1 (3%)
Thrombozytenaggregationshemmer 1 (8%) 2 (5%)
Schilddriisenhormone 1 (8%) 0
Glitazone 0 1 (3%)
Sulfonylharnstoffe 1 (8%) 0
Biguanide 1 (8%) 0
Neuroleptika 0 4 (10%)
Serotonin-Reuptake-Hemmer 0 1 (3%)
Andere Antidepressiva 0 1 (3%)
Ostrogene/Gestagene 0 2 (5%)

Tab.5: Ubersicht iiber Begleitmedikationen bei HIV-Patienten (HIV+) ohne (ART-) und mit
(ART+) antiretroviraler Therapie.
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Keine Neuropathie

Neuropathie

N
Alter (Jahre)
CD4 (Zellen/pnl)

HI-Viruslast (cp/ml)

Infektionsdauer (Monate)

ART (Anzahl/N)

Gesamttherapiedauer (Monate)

Exposition d4T (Anzahl/N)

Dauer d4T-Exposition (Monate)

Exposition ddI (Anzahl/N)

Dauer ddI-Exposition (Monate)

39
42 (& 10; 24-73)

446 (+ 210; 14-919)

26735 (& 97099; <50-501187)
106 (+ 65; 0-239)

27/39

72 (& 36; 6-138)

21/27

45 (& 6; 1-83)

15/27

37 (= 11;3-171)

14
50 (+ 8; 31-69)

414 (+ 263; 58-880)

26737 (& 72955; <50 -265466)
173 (£ 71; 1-251)

13/14

107 (+ 60; 24-227)

413

43 (+ 14; 6-70)

3/13

13 (£8; 1-24)

Tab. 6: Ubersicht iiber Risikofaktoren der Neuropathie bei HIV-Patienten. Quantitative Angaben
als Mittelwerte mit Standardabweichung und Range. ART = Antiretrovirale Therapie, d4T
= Stavudin, ddI = Didanosin

Lipoatrophie Lipoakkumulation Kombination

N 10 3 9

Geschlecht (2/3) 4/6 0/3 3/6

Alter (Jahre) 44 (£ 8;31-54) 55 (£ 6; 48-59) 47 (£ 13; 31-73)

CD4 (Zellen/pl) 515 (= 200; 262-880) 621 (£272;319-845) 475 (+298; 58-919)

HI-VL (cp/ml)
ART-Dauer (Monate)
Exposition d4T (x/N)
d4T-Dauer (Monate)
Exposition AZT (x/N)
AZT-Dauer (Monate)
Exposition PI (x/N)

PI-Dauer (Monate)

530 (£ 1519; <50-4854)

99( 33; 52-159)

5/10 (50%)

4 (&22; 12-68)

3/10 (30%)

28 (+27; 11-60)

7/10 (70%)

41( 23; 13-72)

<50 (£ 0)
60 (& 35; 24-94)
2/3 (67%)

41 (& 18; 28-53)
2/3 (67%)

21 (& 6; 17-25)
2/3 (67%)

11 (+ 7; 6-16)

12094 (= 30436; <50-92000)
107 (+ 68; 6-227)

5/9 (56%)

46(+ 19; 16-62)

4/9 (44%)

43 (& 46; 1-96)

8/9 (89%)

46 (+59; 1-171)

Tab.7: Ubersicht iiber Risikofaktoren verschiedener Formen der Lipodystrophie. Quantitative
Angaben als Mittelwerte mit Standardabweichung und Range. d4T = Stavudin, AZT =
Azidothymidin = Zidovudin, PI = Proteaseinhibitor, HI-VL= HI-Viruslast, ART-Dauer =
Gesamtdauer der antiretroviralen Therapie, d4T- bzw. AZT- bzw. PI-Dauer: Dauer der
Therapie mit d4T, AZT oder PI.
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HIV- HIV+, ART- HIV+, ART+ HIV+, ART+, HBV
LPS N 1 2 14 3
GOT (UN) 36 23 (£1;22-24) 31 (£9; 20-50) 64 (+ 14; 52-79)
GPT (UN) 39 44 (£ 24;26-61) 33 (£ 14; 14-69) 110 (% 46; 65-156)
yGT (UN) 19 76 (£ 65; 30-122) 66 (£ 46; 16-166) 67 (£42;35-114)
Steatosis N 0 1 2 1
GOT (UN) - 67 35 (£ 12;26-43) 60
GPT (UN) - 100 26 (£ 5; 22-29) 108
YGT (UN) - 360 45 (£16; 34-56) 52
Tab. 8: Ubersicht iiber die HIV-negtaiven (HIV-) und HIV-positiven (HIV+) Studienteilnehmer mit
(ART+) und ohne antiretrovirale Therapie (ART-) mit sonographisch diagnostizierten
Leberparenchymschaden (LPS) und Steatosis hepatis. Angabe von Mittelwerten,
Standardabweichungen und Range fiir die Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT), die
Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) und die y-Glutamyltransferase (yGT).
N GOT GPT
HIV+, ART- 11 32 (£ 13;21-67) 38 (£ 26; 15-100)
HIV+, ART-, HBV oder HCV 2 26 (£ 9; 19-32) 19 (£ 8; 13-24)
HIV+, ART+ 34 32 (£ 15; 16-105) 31 (£ 15; 0-70)
HIV+, ART+, HBV oder HCV 6 64 (£ 10; 52-79) 98 (£ 36, 64-156)
Tab.9: Ubersicht iiber die Transaminasen (Mittelwert, Standardabweichung, Range) bei den HIV-
positiven (HIV+) therapienaiven (ART-) Patienten mit chronischer Hepatitis B oder C
(HBYV oder HCV), und den HIV-positiven Patienten unter antiretroviraler Therapie (ART+)
mit chronischer Hepatitis. Zum Vergleich die Transaminasen der therapienaiven und
antiretroviral-behandelten HIV-Patienten ohne chronische Hepatitis.
N HpOoBmax OboBmax HzeitboBmax OZ¢itDOBmax HMikum120 O 'kum120
HIV- 8 12,5 3,3 49 13 11,9 2,3
HIV+, ART- 13 11,3 3,1 51 19 11,3 2,7
HIV+, ART+ 40 11,3 3,5 58 24 10,7 3,6
Tab. 10: Ubersicht iiber Mittelwerte (1) und Standardabweichungen (c) von maximalem Delta-over-

Baseline-Wert (DOB,,,; in parts per mil), Zeit bis zum Erreichen von DOB,,,x (Zeitpopmay; in
min) und kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (kumj; in %) in
Kontrollgruppe (HIV-), Patientengruppe ohne ART (HIV+, ART-) und Patientengruppe mit
ART (HIV+, ARTH).

112



N HpoBmax ObOBmax HzeitDOBmax OZ6itDOBmax Hium120 O'kum120
ddI & d4T 6 10,9 5,3 70 25 10,1 5,0
O ddl/d4T 20 11,6 34 56 24 11,0 3,8
d4T & 3TC 6 10,0 34 63 32 9,4 3,0
ddI & TDF 8 11,9 2,8 49 11 11,3 2,4

Tab. 11: Ubersicht iiber Mittelwerte (1) und Standardabweichungen (c) von maximalem Delta-over-
Baseline-Wert (DOB,,,,; in parts per mil), Zeit bis zum Erreichen von DOB,,, (Zeitpopmax;
in min) und kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (kumy, in %) in Gruppen
mit unterschiedlicher ART. ddI = Didanosin, d4T = Stavudin, 3TC = Lamivudin, TDF =
Tenofovir, @ ddI/d4T = weder Didanosin, noch Stavudin.

N HDOBmax ODOBmax HzeitDOBmax O7¢itDOBmax Hicum120 O kum120
ddI /d4T 20 11,0 3,7 59 24 10,4 34
andere ART 20 11,6 3,4 56 24 11,0 3,8

Tab. 12: Ubersicht iiber Mittelwerte (1) und Standardabweichungen (c) von maximalem Delta-over-
Baseline-Wert (DOB,,,,; in parts per mil), Zeit bis zum Erreichen von DOB,,,, (Zeitpopmax;
in min) und kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (kumy,y; in %) Dbei
Patienten unter Therapie mit Didanosin und/oder Stavudin (ddI /d4T) oder anderer ART.

N HDboBmax ObOBmax HzeitDOBmax OZeitDOBmax Hkum120 O'kum120
VTH ddl/d4T 29 10,8 33 59 23 10,2 3,1
OVTH mit ddI/d4T 11 12,8 3,8 55 23 12,1 4.5

Tab. 13: Ubersicht iiber Mittelwerte (1) und Standardabweichungen (c) von maximalem Delta-over-
Baseline-Wert (DOB,,,,; in parts per mil), Zeit bis zum Erreichen von DOB,,,, (Zeitpopmax;
in min) und kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (kumj; in %) bei
Patienten, die mit Didanosin oder Stavudin vortherapiert (VTH ddI/d4T) waren gegeniiber
Patienten ohne Vortherapie (OVTH mit ddI/d4T) mit diesen Nukleosidanaloga.

N HboBmax ObOBmax HzeitDOBmax OZ¢itDOBmax Hkum120 Okum120
Vor ART 6 11,1 3,1 50 15 10,8 3,0
3 Mon nach ART-Start 6 129 6,2 73 73 10,3 4,2

Tab. 14: Ubersicht iiber Mittelwerte (1) und Standardabweichungen (c) von maximalem Delta-over-
Baseline-Wert (DOB,,,,,; in parts per mil), Zeit bis zum Erreichen von DOB,,,, (Zeitpopmax;
in min) und kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (kumjy; in %) in Gruppe
III vor und drei Monate nach ART-Beginn.
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N sposmax ODOBmax HzeitDOBmax OZeitDOBmax Hium120 Okum120
HIV- 8 12,5 33 49 13 11,9 2,3
HIV+, ART- 13 11,3 3,1 51 19 11,3 2,7
HIV+, ART+, PI- 13 12,1 2,8 59 27 11,5 2,8
HIV+, ART+, PI+ 27 11,0 3,8 57 22 10,3 3,9
HIV+, ART+, NNRTI- 26 11,1 3,7 58 22 10,6 3,8
HIV+, ART+, NNRTI+ 14 11,8 3,2 58 28 10,9 34

Tab. 15: Ubersicht iiber Mittelwerte (1) und Standardabweichungen (c) von maximalem Delta-over-

Baseline-Wert (DOB,,,,; in parts per mil), Zeit bis zum Erreichen von DOB,,,, (Zeitpopmax;
in min) und kumulativer Wiederfindungsrate nach 120 Minuten (kum,;y; in %)bei der
gesunden Kontrollgruppe (HIV-), HIV-Patienten ohne antiretrovirale Therapie (HIV+,
ART-), HIV-Patienten unter ART ohne Proteaseinhibitoren (HIV+, ART+, PI-) und HIV-
Patienten unter ART mit Proteaseinhibitoren (HIV+, ART+, PI+) sowie HIV-Patienten
unter ART ohne (HIV+, ART+, NNRTI-) und mit NNRTI (HIV+, ART+, NNRTI+)

DOBax KUMiz Zeitpopmax

PK Prx PK Prx PK Prk
Gesamtkollektiv -0,32 0,012%* -0,33 0,010 * 0,24 0,069
HIV- -0,35 0,402 0,09 0,834 -0,57 0,141
Alle HIV+ -0,31 0,023 * -0,33 0,015 * 0,24 0,088
HIV+, ART- -0,54 0,057 -0,43 0,146 0,21 0,496
HIV+, ART+ -0,28 0,084 -0,29 0,065 0,22 0,170
HIV+, ddI&d4T -0,35 0,492 -0,51 0,306 0,78 0,065
HIV+, 0ddl/d4T -0,31 0,179 -0,46 0,041* 0,26 0,276
HIV+, d4T&3TC -0,78 0,068 -0,76 0,083 0,11 0,707
HIV+, ddI&TDF 0,51 0,200 0,49 0,213 -0,47 0,238

Tab. 16: Pearson’sche Korrelationskoeffizienten (PK) samt zugehdorigen Signifikanzen fiir den Zu-

sammenhang zwischen Serumlaktat und Ergebnissen des Atemtests in den einzelnen
Untergruppen. Signifikante Korrelationen (p < 0,05) sind gekennzeichnet durch *. DOB,,,,:
maximaler Delta-over-Base-Wert; KUM;,: kumulative Wiederfindungsrate nach 120
Minuten; Zeitpopmax: Zeit bis zum Erreichen von DOB,,,,; HIV-: Kontrollgruppe; HIV+:
HIV-positive Probanden; ART-: keine antiretrovirale Behandlung; ART+: Behandlung mit
antiretroviralen Medikamenten; DD: ddI: Didanosin; d4T: Stavudin; 3TC: Lamivudin;
TDF: Tenofovir.
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DOBax KUM12 Zeitpopmax

PK Prx PK Prx PK Prx
Gesamtkollektiv -0,01 0,930 -0,26 0,048%* 0,32 0,012%*
HIV- 0,54 0,165 0,23 0,585 0,58 0,134
Alle HIV+ -0,04 0,765 -0,28 0,048%* 0,31 0,027*
HIV+, ART- 0,42 0,174 0,05 0,872 -0,09 0,771
HIV+, ART+ -0,13 0,412 -0,30 0,059 0,35 0,028*
Aktuell d4T/ddI 0,18 0,458 -0,21 0,384 0,46 0,044%*
Je d4T/ddI -0,15 0,431 -0,24 -0,239 0,38 0,040*

Tab. 17: Pearson’sche Korrelationskoeffizienten (PK) samt zugehdrigen Signifikanzen fiir den Zu-

sammenhang zwischen BMI und Ergebnissen des Atemtests in den einzelnen Untergruppen.
Signifikante Korrelationen (p < 0,05) sind gekennzeichnet durch *. DOB,,,: maximaler
Delta-over-Base-Wert; KUMj,;,: kumulative Wiederfindungsrate nach 120 Minuten;
Zeitpopmax: Zeit bis zum Erreichen von DOB,,,s; HIV-: Kontrollgruppe; HIV+: HIV-positive
Probanden; ART-: keine antiretrovirale Behandlung; ART+: Behandlung mit anti-
retroviralen Medikamenten; Aktuell d4T/ddl: zum Zeitpunkt der Untersuchung Therapie
mit Stavudin (d4T) oder Didanosin (ddI); je d4T/ ddI: zum Zeitpunkt der Untersuchung
oder friiher Therapie mit d4T oder ddl.

DOBpax KUM 20 Zeitpopmax

PK Prk PK Prk PK Prk
Gesamtkollektiv -0,21 0,115 -0,31 0,017* 0,28 0,033*
HIV- -0,13 0,768 -0,17 0,768 0,23 0,584
Alle HIV+ -0,20 0,165 -0,30 0,029* 0,26 0,059
HIV+, ART- -0.,56 0059  -0.69 0,014* 0,22 0,493
HIV+, ART+ -0,21 0,195 -0,30 0,065 0,25 0,129

Tab. 18: Pearson’sche Korrelationskoeffizienten (PK) samt zugehdrigen Signifikanzen fiir den Zu-

sammenhang zwischen Triglyzeridlevel und Ergebnissen des Atemtests in den einzelnen
Untergruppen. Signifikante Korrelationen (p < 0,05) sind gekennzeichnet durch *. DOB,,,:
maximaler Delta-over-Base-Wert; KUM;,,. kumulative Wiederfindungsrate nach 120
Minuten; Zeitpopmax: Zeit bis zum Erreichen von DOB,,.,; HIV-: Kontrollgruppe; HIV+:
HIV-positive Probanden; ART-: keine antiretrovirale Behandlung; ART+: Behandlung mit
antiretroviralen Medikamenten.
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DOBax KUMiy Zeitpopmax

PK Prk PK Prx PK Prk
Gesamtkollektiv -0,29 0,022* -0,39 0,002* 0,29 0,026*
HIV- 0,28 0,496 0,00 0,992 0,48 0,232
Alle HIV+ -0,31 0,023* -0,40 0,003* 0,26 0,063
HIV+, ART- -0,04 0,906 -0,17 0,591 0,27 0,370
HIV+, ART+ -0,39 0,012* -0,44 0,004* 0,22 0,168
Aktuell AZT 0,57 0,613 -0,60 0,592 -0,93 0,238
Frither AZT -0,28 0,314 -0,43 0,113 0,52 0,046*
Aktuell d4T -0,66 0,019%* -0,70 0,011%* 0,30 0,344
Friither d4T -0,14 0,657 -0,16 0,606 0,01 0,970

Tab. 19: Pearson’sche Korrelationskoeffizienten (PK) samt zugehdrigen Signifikanzen fiir den Zu-

sammenhang zwischen Mean Cellular Volume (MCV) und Ergebnissen des Atemtests in
den einzelnen Untergruppen. Signifikante Korrelationen (p < 0,05) sind gekennzeichnet
durch *. DOB,,,: maximaler Delta-over-Base-Wert; KUM,,;: kumulative Wieder-
findungsrate nach 120 Minuten; Zeitpopmay: Zeit bis zum Erreichen von DOB,,,,; HIV-:
Kontrollgruppe; HIV+: HIV-positive Probanden; ART-: keine antiretrovirale Behandlung;
ART+: Behandlung mit antiretroviralen Medikamenten; Aktuell AZT bzw. d4T: zum
Zeitpunkt der Untersuchung Therapie mit Zidovudin bzw. Stavudin; Frither AZT bzw.
d4T: Friiher in der Anamnese Therapie mit Zidovudin bzw. Stavudin.
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B  Liste der untersuchten Laborparameter

Lithium-Heparinat EDTA Citrat Natrium- Serum-Gel
Fluorid

Natrium Blutbild Thrombo- Laktat TSH

Kalium Differential-  plastinzeit Glukose Hepeatitis-

Kreatinin blutbild (Quick) Serologie

Harnstoff CD4-Zellen

Eiweil3 HIV-Viruslast

Albumin

Creatinkinase

Laktatdehydrogenase

Triglyzeride

Cholesterin

High-Density-Lipoprotein
Low- Density-Lipoprotein
Aspartat-amino-transferase
Alanin-amino-transferase
Gammaglutamyltransferase
alkalische Phosphatase
Bilirubin

Alkohol

C-reaktives Protein
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C Sportfragebogen

gekiirzt nach: www.hepa.ch/gf baspo/praeFIT02 Fragebogen.pdf, Page 2 (28.04.04)

1.) Hier geht es um korperliche Aktivititen, bei denen Sie mindestens ein bisschen

auller Atem kommen: z.B. zligiges Gehen, Wandern, Tanzen, viele Gartenarbeiten

oder viele Sportarten
An wie vielen Tagen der Woche machen sie korperliche Aktivititen dieser Art?
Kreisen sie diejenige Zahl ein, die am ehesten fiir sie zutrifft. 01234567
2.) Wie lange sind sie durchschnittlich an jedem dieser Tage aktiv?
_ Minuten
3.) Wie viele Jahre oder Monate sind sie schon in dieser Art aktiv?
Monate
_ Jahre

4.) Hier geht es um sportliche oder korperliche Aktivitdten, bei denen sie ziemlich
ins Schwitzen kommen: Z.B. Joggen, Aerobics, Tennis, schnelles Radfahren,

Spielsportarten, Schwimmen, Lasten tragen, Graben, Schaufeln.
An wie vielen Tagen der Woche machen sie korperliche Aktivitdten dieser Art?
Kreisen sie diejenige Zahl ein, die am ehesten fiir sie zutrifft. 01234567

5.) Wie lange sind sie durchschnittlich an jedem dieser Tage aktiv?

Minuten
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