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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Uberblick iiber HIV und AIDS

Im Sommer 1981 berichtete das amerikanische Center for Disease Control
and Prevention (CDC, Atlanta, Georgia, USA) von einer unerklarlichen
Haufung von Kaposi-Sarkomen und Pneumocystis-carinii-Pneumonien
unter bis dahin gesunden Homosexuellen in New York und Los Angeles.
Bis dahin waren diese beiden Krankheitsbilder nur sehr selten und dann
bei schwer immunsupprimierten Patienten beobachtet worden. Es wurde
ein neues Krankheitsbild unter dem Begriff ,Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS)" definiert [55].

Zwei Jahre spater wurde der krankheitsauslésende Erreger, das Human
Immunodeficiency Virus (HIV) identifiziert. Es gelang Wissenschaftlern um
Dr. Luc Montagnier am Pasteur-Institut in Paris in Kooperation mit der
Forschergruppe um Dr. Robert Gallo am National Cancer Institute in
Bethesda in den USA das Virus aus Lymphozyten eines an AIDS
erkrankten Patienten zu isolieren [2, 42]. Es wird mittlerweile in drei
groBe Untergruppen M, N und O unterteilt. Die Gruppe M wird weiter in
die Subtypen A-J klassifiziert. HIV-1 unterscheidet sich in seiner
Nukleotidsequenz deutlich von HIV-2, welches 1985 entdeckt wurde und
gehauft bei westafrikanischen Patienten vorkommt und einen meist
milderen Krankheitsverlauf bedingt [41, 55, 59]. HIV-2 wird in die
Subtypen A-F aufgeteilt.
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Voraussetzung fur eine Infektion mit HIV ist der direkte Kontakt mit
infizierten Korpersekreten bzw. -flissigkeiten, so dass das Virus fast
ausschlieBlich durch Sexualverkehr (Sperma und Vaginalsekret), durch
gemeinsames Benutzen von Spritzen unter Drogenabhdngigen (Blut)
sowie durch vertikale Transmission von der Mutter auf das Kind entweder
intrauterin, unter der Geburt oder durch die Muttermilch Ubertragen wird.
Die Ubertragung von HIV durch Blut und Samenfliissigkeit bzw.
Vaginalsekret ist abhangig von der Menge und von der Infektiositat des
HIV-Infizierten. So sind die Viruskonzentration und damit die Infektiositat
kurz nach erfolgter HIV-Infektion besonders hoch und beginnen erst mit
Auftreten von Anti-HIV-Antikdérpern (sog. Serokonversion) abzufallen.
Auch eine Infektion Uber kontaminierte Blutprodukte ist moéglich. Diese ist
jedoch in Deutschland mit EinfUhrung flachendeckender Anti-
kdrpersuchtests gegen HIV-1 (seit 1985) und HIV-2 (ab 1989) sowie
Virus-Genom-Screens flr Blutprodukte auBerst selten geworden [36].
Seitdem betragt das Risiko, liber Spenderblut infiziert zu werden, weniger
als 1 : 1 000 000 [43]. Die Viruskonzentrationen in Speichel, Schwei3 und
Tranenfllssigkeit sind, wenn Uberhaupt messbar, sehr viel niedriger und
kommen deshalb als Ubertragungsmedium kaum in Betracht.
Infizierungen durch Trépfcheninfektion oder Insektenstiche wurden bisher
nicht beobachtet [36, 59].

1.2 Klassifikation der HIV-Infektion und AIDS

HIV-infizierte Patienten werden nach der 1993 revidierten CDC-
Klassifikation in drei klinische und drei CD4-Zellzahlkategorien eingeteilt.
Dabei entsprechen die klinischen Kategorien den Stadien der Erkrankung.
Diese sind durch die jeweiligen opportunistischen Erkrankungen gepragt
[18, 40].



Einleitung

Laborkategorie Klinische Klinische Klinische
(CD4-Zellen/pl Kategorie A Kategorie B Kategorie C
Blut) (asymptomatisch) (Symptome, (Symptome,
kein AIDS) AIDS)
1: > 500 Al Bl C1
2: 200-499 A2 B2 C2
3: <200 A3 B3 C3

Tabelle 1 CDC-Klassifikation der HIV-Infektion und AIDS [18, 40]

Klinische Kategorie A
e Asymptomatische HIV-Infektion
e Akute, symptomatische (primare) HIV-Infektion (auch in der
Anamnese)

e Persistierende generalisierte Lymphadenopathie (LAS)

Klinische Kategorie B
Symptome bzw. Erkrankungen, die nicht zu den AIDS-definierenden
Krankheiten zahlen, aber dennoch der HIV-Infektion ursachlich
zuzuordnen sind oder auf eine Stérung der zelluldaren Immunabwehr
hindeuten:

e Bazillare Angiomatose

e Oropharyngeale Candida-Infektion

e Vulvovaginale Candida-Infektion, entweder chronisch oder schlecht

therapierbar

e Zervikale Dysplasie oder Carcinoma in situ

e Rezidivierende Fieberschibe

e Diarrhoe langer als 4 Wochen

e Orale Haarleukoplakie

e Herpes zoster (Rezidiv oder Befall mehrerer Dermatome)

e Idiopathische thrombozytopenische Purpura

e Listeriose
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Entziindungen des kleinen Beckens, besonders bei Komplikationen
eines Tuben- oder Ovarialabszesses

Periphere Neuropathie

Klinische Kategorie C

AIDS-definierende Erkrankungen

Pneumocystis-jirovecii-Pneumonie (PcP)
Toxoplasma-Enzephalitis

Candida-Infektion der Speiserbhre oder Befall von Bronchien,
Luftrohre oder Lungen

Chronische Herpes-simplex-Ulzera oder Herpes-Bronchitis,
Herpes-Pneumonie oder -Osophagitis

CMV-Retinitis

Generalisierte Zytomegalie-Infektion (nicht von Leber oder Milz)
Rezidivierende Salmonellen-Septikamien

Rezidivierende Pneumonien innerhalb eines Jahres
Extrapulmonale Kryptokokkose

Chronische intestinale Kryptosporidiose

Chronische intestinale Isopsoriasis

Disseminierte oder extrapulmonale Histoplasmose

Tuberkulose

Infektion mit Mycobacterium avium complex (MAC) oder
Mycobacterium kansasii, disseminiert oder extrapulmonal
Kaposi-Sarkom

Maligne Lymphome

Invasives Zervixcarcinom

HIV-Enzephalopathie

Progressive multifokale Leukenzephalopathie (PML)

Wasting-Syndrom
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1.3 Epidemiologie

In Deutschland waren Ende 2008 circa 63 500 Menschen mit HIV infiziert.
Darunter lebten etwa 10 500 im Stadium AIDS. Ungefdhr 51 800 der
Infizierten waren Manner, 11 700 waren Frauen und circa 200 Personen
waren Kinder. Die Zahl der Neuinfektionen stieg in den vergangenen
Jahren leicht an und lag 2007 bei 2 752 und 2008 bei 2 806. Der groBte
Anteil der Neuinfektionen erfolgte mit ca. 65% bei homosexuellen
Mannern, gefolgt von 17% bei Personen mit heterosexuellen Kontakten.
12% der HIV-Neudiagnosen stammten von Personen, die aus Landern mit
einer hohen HIV-Pravalenz in der allgemeinen Bevdlkerung stammten. 5%
waren der Risikogruppe des intravendsen Drogenabusus zuzuordnen. Der
Anteil der durch Mutter-Kind-Transmission infizierten Neugeborenen lag
weit unter 1%. Insgesamt infizierten sich nach RKI-Meldedaten in
Deutschland seit Beginn der Epidemie etwa 83 000 Personen mit dem HI-
Virus, circa 27 500 HIV-/AIDS-Patienten sind in Deutschland an der
Infektion verstorben [23, 30].

1.4 Replikation des HI-Virus

Sobald das Virus in den Koérper eingedrungen ist, kann es Zellen, die einen
CD4-Rezeptor an ihrer Oberflache tragen, infizieren. Man findet diese
CD4-Molekile auf folgenden Zellen: T-Helferzellen, Monozyten,
Makrophagen, eosinophile Lymphozyten, dendritische Retikulumzellen,

Endothelzellen des Gehirns und Mikrogliazellen.

Nach Eintritt des Virus in die Wirtszelle wird das Virusgenom, das aus zwei
identischen RNA-Molekllen besteht, in einzelstrangige DNA mit Hilfe der
viruseigenen Reversen Transkriptase (RT) umgeschrieben. Diese wird zur
doppelstrangigen DNA vervollstandigt und kann dadurch in das

Wirtsgenom integriert werden. AnschlieBend kann mit Hilfe der zellularen
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Transkriptase neue Virusgenom-RNA hergestellt werden, welche in neu
entstehende Viruspartikel eingebaut wird. Die Wirtszelle geht bei der
Replikation zugrunde (zytopathischer Effekt), was fur Retroviren - HIV
zahlt zu dieser Familie - eine Ausnahme darstellt. Typisch flr die HIV-
Infektion ist die lange klinische Latenzphase sowie die damit
einhergehende persistierende Virdmie [38]. Die Viruslast ist wahrend der
akuten HIV-1-Infektion zum Teil sehr hoch und kann Werte von tber 100
Millionen Kopien/ml Serum erreichen. Mit Einsetzen der Immunantwort
fallt die Viramie deutlich ab, um sich auf einen sogenannten individuellen
Setpoint einzupendeln. Dieser stellt einen Pradikator flr die langfristige

Krankheitsprogression dar [50].

1.5 Therapie der HIV-Infektion

Die unbehandelte Infektion mit HIV flhrt nach durchschnittlich 10 Jahren
zur ausgepragten Immundefizienz mit schweren, lebensbedrohlichen

Komplikationen und infolgedessen zum Tod.

Mit EinfUhrung der Monotherapie 1987 mit Nukleosidanaloga (NRTI,
Nukleosidale Reverse-Transkriptase-Inhibitoren) bestand erstmals die
Moglichkeit, Patienten antiretroviral zu therapieren. Jedoch zeigte sich
schon nach kurzer Zeit die langfristige Ineffektivitat dieser Therapie, da
bereits nach wenigen Monaten bei vielen Patienten resistente

Virusstamme selektiert wurden.

Der Durchbruch gelang 1996 mit EinfiUhrung der Protease-Inhibitoren (PI)
als zweite anti-retrovirale Substanzklasse. Hiermit war es in Kombination
mit NRTIs erstmals mdglich, die Virusreplikation anhaltend zu
supprimieren, die Immunfunktion partiell zu regenerieren und damit die
Krankheitsprogression zu stoppen. Hierdurch lieB sich eine Verldangerung

der Lebenserwartung, Erhaltung bzw. Verbesserung der Lebensqualitat,
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Vermeidung von HIV-assoziierten Erkrankungen und die Senkung der
Infektiositat der Patienten erreichen. Dies war der Beginn der HAART
(,Highly Active Antiretroviral Therapy", hochaktive antiretrovirale
Therapie). Heute stehen als weitere Medikamentengruppen zusatzlich
sogenannte Nicht-Nukleosidale Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTTI)
und Nukleotidanaloge Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NtRTI), seit Mai
2003 Entry-Inhibitoren und seit 2008 auch Integrase- und CCR5-
Inhibitoren zur Verfigung [32]. Bislang werden in der klassischen HAART
jeweils zwei Nukleosidanaloga mit einem weiteren NRTI, PI oder NNRTI

kombiniert, so dass man von einer Dreifachtherapie spricht [29, 36].

1.6 Mitochondriale Toxizitat

Bereits wenige Jahre nach EinfUhrung der Proteaseinhibitoren zusatzlich
zu den NRTIs zeigten sich bei vielen HIV-Patienten unter HAART
Stoffwechselveranderungen und Fettumverteilungsstérungen, die unter
dem Begriff Lipodystrophie zusammengefasst wurden. Hierunter versteht
man eine Fettumverteilungsstérung mit Lipoatrophie im Gesicht, an den
Extremitaten sowie am GesaB. Diese wird pathogenetisch hauptsachlich
mit NRTIs in Verbindung gebracht. Seltener zeigt sich eine Zunahme des
Fettgewebes intraabdominal, am Nacken sowie bei Frauen im
Brustbereich, welche vorwiegend als Nebenwirkung der Proteasehemmer
angesehen wird. Zusatzlich kann es zu weiteren metabolischen
Veranderungen im  Zuckerstoffwechsel (gestdorte Glukosetoleranz,
Insulinresistenz, Diabetes mellitus) und Fettstoffwechsel
(Hypercholesterinamie, Hypertrigyzeridamie, erhdhte freie Fettsauren
sowie erniedrigte High Density Lipoproteine (HDL)) kommen [10, 11, 16,
17].

Mittlerweile wird das Lipodystrophie-Syndrom als Nebenwirkung der

einzelnen HAART-Komponenten mit jeweils unterschiedlichen
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Pathomechanismen angesehen [46, 53]. Der  hauptsachliche
Wirkmechanismus, (Uber den Nukleosidanaloga zu Organ- und
Stoffwechselveranderungen fihren, wird mit dem Begriff der
mitochondrialen Toxizitat beschrieben [8]: Durch die Medikation mit NRTIs
kommt es durch Inhibition der mitochondrialen Polymerase vy [35, 44] zu
einer verminderten Synthese der ATP herstellenden Enzyme und damit
von ATP selbst. Die Polymerase y ist eine von finf humanen DNA-
Polymerasen, wobei speziell diese flr die Replikation der mitochondrialen
DNA (mtDNA) verantwortlich ist. Durch Blockierung dieses Enzyms mittels
Nukleosidanalogaeinbau kommt es zum Kettenabbruch, was zu einer
verminderten mitochondrialen DNA-Synthese flihrt, so dass neu gebildete
Mitochondrien mit jeder neuen Zellteilung immer weniger eigene mtDNA
besitzen (Depletion). Dies bedingt eine Stérung der Proteinbiosynthese
einzelner Enzymkomplexe der Atmungskette, welche ab einem

bestimmten Grad in eine mitochondriale Dysfunktion mundet.

Storung der Synthese mitochondrialer DNA
(mtDNA) durch Nukleosidanaloga (NRTI)

Synthese Kettenabbruch der

mitochondrialer DNA durch mtDNA durch Einbau
die Polyrmerase von Nukleosidanaloga

Abbildung 1 Kettenabbruch der mtDNA nach Einbau von
Nukleosidanaloga (NRTI)
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Die Atmungskette ist an der inneren Mitochondrienmembran lokalisiert
und hat die zentrale Aufgabe der Energiegewinnung durch oxidative
Phosphorylierung in Form von ATP. Sie stellt damit den letzten und
einheitlichen Abbauweg von Kohlenhydraten, Fetten und Proteinen dar.
Bei gestdrter Funktion der Atmungskette kénnen Kohlenhydrate, Fette und
Proteine nicht mehr regelhaft abgebaut werden und sammeln sich als
Stoffwechselzwischenprodukte des jeweiligen Abbauweges vor den
entsprechenden Enzymen und kdnnen in erhdhten Konzentrationen im

Blut nachgewiesen werden.

Die Folgen der mtDNA-Depletion kdnnen sich klinisch an zahlreichen
Organ- und Stoffwechselveranderungen manifestieren:

e Lipodystrophie-Syndrom, wie bereits oben beschrieben

e Mitochondriale Myopathie

e Polyneuropathie

e Nephrotoxizitat

e Kardiotoxizitat

e Lebertoxizitat

e Erhohter Serumlaktatspiegel

(Hyperlaktatamie/Laktatazidose)

Die klinische Relevanz der mitochondrialen Toxizitat fir Knochen,

Pankreas, Reproduktionsorgane sowie Lymphozyten ist noch unklar [70].

1.7 Hyperlaktatamie und Laktatazidose als Folge der

mitochondrialen Toxizitat unter Nukleosidanalogatherapie

Unter der notwendigen antiretroviralen Dauertherapie werden neben der
erwinschten Senkung der Viruslast haufig akute und chronische
Nebenwirkungen beobachtet. Ubelkeit, Kopfschmerzen, Diarrhoe und
Exantheme kdénnen unter jedem antiretroviral wirkenden Medikament

auftreten.
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Die Laktatazidose hingegen ist eine spezifische Nebenwirkung, die bei
Patienten unter NRTI-Medikation mit Didanosin (Videx®), Stavudin
(Zerit®), Lamivudin (Epivir®), Abacavir (Ziagen®), Tenofovir (Viread®) und
seltener Zidovudin (AZT, Retrovir®) auftreten kann. Mit einer Inzidenz von
3,9/1 000 Patientenjahren manifestiert sie sich sehr selten, fuhrt im
Verlauf jedoch haufig zu lebensbedrohlichen Komplikationen [34]. Hierbei
handelt es sich um einen Abfall des arteriellen ph-Werts durch vermehrten
Anfall von Laktat, wobei der Normwert bei 1-1,8 mmol/l liegt. Die sog.
Anionenliicke (Na® - (HCO3™ + CI")) muss hierbei nicht immer verkleinert
sein (normal 8-16 mmol/l). Die Letalitat steigt bei Laktatwerten Uber 10
mmol/I auf circa 80% an [12, 13, 14, 15, 24, 64].

Wie bereits oben erlautert, geht man derzeit davon aus, dass es durch die
Medikation mit NRTIs zu einer Inhibition der mitochondrialen Polymerase y
mit konsekutiv verminderter Synthese der ATP herstellenden Enzyme
sowie insgesamt zu einer erniedrigten Bereitstellung von ATP kommt
(mitochondriale Toxizitat). Bei Dysfunktion der Atmungskette kdnnen
Kohlenhydrate, Fette und Proteine nicht mehr regelgerecht abgebaut
werden. Die normale Verstoffwechselung von Glukose verlauft Uber
Pyruvat, das im Mitochondrium zum Hauptsubstrat des Citratzyklus,
Acetyl-CoA, umgewandelt wird. Bei Dysfunktion der Atmungskette
entwickelt sich ein veranderter Redoxstatus: Aufgrund des stockenden
Wasserstoff- und Elektronentransports erhdéht sich das Verhaltnis des
Coenzyms NADH zu seiner oxidierten Form NAD". NADH kann nicht mehr
oder nur ungentgend Uber die Atmungskette re-oxidiert werden und nutzt
stattdessen die Reduktion von Pyruvat zu Laktat, um auf diese Weise
NADH + H* zu NAD" zu regenerieren (= re-oxidieren). Es entsteht Laktat

mit der Folge einer Hyperlaktatamie bzw. Laktatazidose.
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Abbildung 2 Hyperlaktatamie: Storung der Atmungskette

Die Laktatazidose muss klinisch von einer asymptomatischen
Hyperlaktatamie differenziert werden, die bei etwa 15-35% der mit NRTI
behandelten Patienten auftritt [13, 14, 31, 57]. Nach Beginn der Therapie
mit NRTIs steigt der Serum-Laktat-Spiegel signifikant an, um dann in der
Regel zwischen 1,5 und 3 mmol/Il stabil zu bleiben [34]. Berichtete Falle
von massiven Laktatazidosen unter NRTIs traten alle ohne vorherige
symptomatische Hyperlaktatamie auf, so dass eine routinemaBige
Bestimmung von Laktat bei asymptomatischen Patienten zwecklos ist [9,
64]. Aufgrund der unspezifischen Klinik der Laktatazidose besteht die
Indikation der Laktatbestimmung bei symptomatischen Patienten, die Uber
Miidigkeit, abdominelle Beschwerden, Ubelkeit und Erbrechen, plétzlichen
Gewichtsverlust oder plétzliche Atemnot klagen. Auch Patienten, die nach
einer Laktatazidose erneut auf eine NRTI-haltige Therapie gesetzt werden,
sollten ebenso wie schwangere Patientinnen mit NRTI-Medikation

hinsichtlich ihrer Laktatspiegel kontrolliert werden [14, 15]. Da, wie
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bereits oben beschrieben, die Anionenlliicke nicht zwingend verkleinert
sein muss, ist man bei begriindetem Verdacht auf eine Laktatazidose auf
eine Laktatbestimmung angewiesen. Hierzu muss das vendse Blut am
nicht gestauten Arm des ruhenden Patienten in einem Fluoridréhrchen
abgenommen werden und sofort auf Eis gekuhlt ins Labor gebracht
werden. Die Blutprobe muss innerhalb von vier Stunden verarbeitet
werden. Bestatigt das Labor den Verdacht auf eine Laktatazidose, sollten
auch nicht-mitochondriale Ursachen far eine Laktatazidose

differentialdiagnostisch bertcksichtigt werden (Tabelle 2):

Typ A-Laktatazidose Typ B-Laktatazidose
(durch Gewebshypoxie) (durch andere Mechanismen)
e Schock o Alkalose
e Herzversagen e Thiaminmangel
e Kohlenmonoxidvergiftung e Krampfanfalle

e Leberinsuffizienz

e Neoplasien

e Adrenalin (iatrogen, endogen)
e Vergiftung

e Fruktose

e Seltene Enzymdefekte

o mtDNA-Mutationen

e« mtDNA-Depletion

Tabelle 2 Ursachen einer Hyperlaktatamie/Laktatazidose [70]

Ein abwartendes Beobachten empfiehlt sich bei Patienten unter HAART mit
Laktatwerten zwischen 3 und 5 mmol/l mit regelmaBigen Laborkontrollen
des Laktats. Hier kann auch ein Wechsel der NRTI-Therapie bei zuvor
Uberpriufter Resistenzlage von zum Beispiel D4T/DDI auf andere NRTIs
sinnvoll sein. Steigt das Laktat auf Werte Uber 5 mmol/l, sollte der NRTI

abgesetzt und eine supportive Therapie zur Azidosekorrektur eingeleitet
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werden. Diese besteht aus einer Mischung verschiedener Vitamine (C, B1,
B2, B6 sowie Coenzym Q10) und kann zusatzlich durch Carnitin erganzt
werden. Die Gabe von Sauerstoff, Meidung vasokonstriktorischer
Substanzen, Hb-Erhéhung auf Uber 10 g/dl, Korrektur einer Hypoglykamie
sowie die eventuelle Gabe von Bikarbonat erganzen die supportiven
TherapiemaBnahmen. Ein neuer therapeutischer Ansatz zur Therapie der
NRTI-induzierten Laktatamie besteht in der Gabe von Uridin. Neuere
Studien zeigen, dass unter Uridintherapie der Spiegel an
funktionstlichtiger mitochondrialer DNA angehoben werden kann. Hier
konnte Ulrich A. Walker 2003 [67] anhand von Hepatozyten belegen, dass
samtliche aus der mtDNA-Depletion resultierende Konsequenzen, neben
der Laktatazidose auch das reduzierte Zellwachstum, Zelltod und
Steatose, verhindert wurden. Weiterhin normalisierte sich, selbst unter

fortgesetzter NRTI-Therapie, die Zellfunktion.

1.8 Ziel der Arbeit

Es ist seit langerer Zeit bekannt, dass bei HIV-Patienten unter
antiretroviraler Therapie mit NRTIs Laktatazidosen mit zum Teil tdédlichen
Verlaufen auftreten kdénnen. Einigen mit Nukleosidanaloga (NRTI)
therapierten Patienten (circa 15-35%) ist dabei gemeinsam, dass der
Basis-Serum-Laktatspiegel regelmaBig ohne klinische Symptomatik erhéht
ist [12, 13, 31]. Berichtete Falle von massiven Laktatazidosen unter NRTI-
Medikation traten ohne vorherige symptomatische Hyperlaktatamien auf,
so dass die routinemaBige Bestimmung von Serumlaktat keinen Hinweis
flir eine Pradisposition fur das Auftreten schwerer Laktatazidosen darstellt
[9, 64].

FUr die Betreuung der Patienten unter ART, insbesondere bei Medikation
mit NRTIs, ist es wichtig, einen oder mehrere Parameter zu finden, die es

ermdglichen, diejenigen Patienten aus dem Patientenkollektiv zu
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selektieren, die flr das Auftreten einer lebensbedrohlichen Laktatazidose

pradisponiert sind.

In dieser Arbeit wurden deshalb Patienten einer HIV-Kohorte ohne
Therapie und unter verschiedenen antiretroviralen Therapieformen
hinsichtlich lipodystrophierelevanter Parameter untersucht. Hierzu wurden
Kohlenhydratstoffwechsel-, Fettstoffwechsel- und Schilddriisenparameter
sowie die HIV-Surrogatmarker in den verschiedenen Patientengruppen
analysiert. Erganzt wurde die Patientencharakteristik durch die
quantitative Bestimmung des Serum-Carnitinspiegels sowie des Carnitin-
Musters mittels Tandem-Massenspektrometrie (Carnitin als Carrier fur
Acyl-CoA, dem metabolisierten Acetyl-CoA, durch die innere
Mitochondrienmembran), die Analyse der Kdrperzusammensetzung durch
eine bioelektrische Impedanzanalyse zur Aufdeckung einer moéglichen
Lipodystrophie sowie die Erhebung der subjektiven Erschépflichkeit mit
Hilfe eines Fatigue-Fragebogens. Zusatzlich wurde der orale
Glukosetoleranztest als Provokationstest hinsichtlich seiner Potenz
evaluiert, latente Stérungen der Atmungskettenenzyme unter
antiretroviraler Therapie aufzudecken. Dazu wurde der Laktat- und
Glukoseverlauf der Patienten in den vier verschiedenen Therapiegruppen
nach oraler Glukosebelastung analysiert und verglichen. SchlieBlich wurde
evaluiert, ob sich mittels quantitativer Bestimmung der mitochondrialen
DNA in peripheren Blutzellen (Lymphozyten) sowie in Einzelfallen bei
Vorliegen einer Leberbiopsie aus Hepatozyten eine Depletion
mitochondrialer Nukleinsduren unter antiretroviraler Therapie nachweisen

lasst.
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2. Probanden, Material und Methoden

2.1 Probandenauswahl

Die Probanden der Studie wurden aus dem Patientenkollektiv der
Infektions-Ambulanz der Medizinischen Klinik II des Universitatsklinikums
GieBen rekrutiert. Die Gruppe setzte sich aus 33 Patienten zusammen, die
entsprechend der zuvor bestimmten Einschlusskriterien an einer HIV-1-
oder HIV-1-/HIV-2-Doppelinfektion erkrankt waren, mindestens 18 Jahre
waren und eine Lebenserwartung von mehr als vier Wochen besaBen und
bei denen nach den Konsenskriterien eine antiretrovirale Therapie
notwendig war:

e CD4-Zellzahl < 500/pl und/oder

e Virusload von > 10 000 Kopien/ml| Serum und/oder

e HIV-assoziierte Symptome nach der CDC-Klassifikation.

Patienten, die eine niedrigere Lebenserwartung als vier Wochen hatten, an
einer schweren Durchfallerkrankung litten, eine schwere Leber- oder
Niereninsuffizienz aufwiesen, Laboranomalien vom WHO-Grad III oder IV
binnen 15 Tage vor Studienbeginn prasentierten oder die in den ART-
Gruppen 1-3 (siehe unten) eine CD4-Zellzahl < 150 CD4-Zellen/ul Blut
und/oder eine nachweisbare Viruslast von mehr als 50 Kopien/ml Serum
nach dreimonatiger Therapie zeigten, konnten aufgrund der
Ausschlusskriterien nicht in die Studie mit einbezogen werden. Ebenfalls

ausgeschlossen werden mussten schwangere Patientinnen.
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Unter den 33 Patienten befanden sich 9 Frauen und 24 Manner. Insgesamt
nahmen an der Studie 4 Schwarzafrikaner (12%) teil. Der restliche Anteil
rekrutierte sich aus 29 kaukasischen Patienten (88%).

Die Zuordnung der Studienteilnehmer zu den speziellen Risikogruppen

stellte sich wie folgt dar:

O Heterosexuelle 59%
B Homosexuelle 32%

O Intravendser
Drogenabusus 9%

Abbildung 3 Patientenzugehorigkeit zu einer Risikogruppe

Die Patienten befanden sich bei Einschluss in die Studie nach CDC in

unterschiedlichen Stadien der HIV-Infektion:

OCDC-Stadium A 53%
B CDC-Stadium B 26%
OCDC-Stadium C 21%

Abbildung 4 Stadienzugehorigkeit der Patienten nach CDC
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Die Patienten wurden entsprechend ihrer Therapieform in vier
verschiedene Gruppen eingeteilt:

e Gruppe 1: EIf Patienten (vier weibliche und sieben mannliche
Patienten) ohne ART (therapienaiv); Follow-up-Untersuchung drei
Monate nach ART-Beginn flnf dieser Patienten, um die Patientenzahl
zu erhdéhen und dann entsprechend der Medikamentenkombination
zusatzlich mit zu Gruppe 2-4 zahlend.

e Gruppe 2: EIf Patienten (vier weibliche und sieben mannliche
Patienten) mit konvergenter Dreifachtherapie (Firstline nur NRTI)
seit mindestens drei Monaten.

e Gruppe 3: Zehn Patienten (zwei weibliche und acht mannliche
Patienten) mit zwei NRTI und ein NNRTI (Firstline) seit mindestens
drei Monaten.

e Gruppe 4: Sechs mannliche Patienten mit zwei NRTI und ein PI
(Firstline) seit mindestens drei Monaten, keine weiblichen

Studienteilnehmer.

2.2 Durchfiihrung der Messungen

Die nachfolgend beschriebenen Messungen wurden mit den Patienten kurz
nach Einschluss in die Studie durchgefiihrt. Dazu kamen die Patienten
jeweils am vereinbarten Termin morgens nuchtern in die Klinik. Zunachst
wurde mit den Patienten zusammen ein Erschdépflichkeits-Fragebogen
ausgeflllt. Danach erfolgte die bioelektrische Impedanzanalyse (BIA). Im
Anschluss daran wurde ein oraler Glukosetoleranztest (oGTT)
durchgefthrt. Dabei wurden bei der NUchternblutentnahme gleichzeitig
Proben flr die Carnitinbestimmung und flr die mitochondriale DNA-
Analyse (mtDNA) abgenommen sowie die HIV-Surrogatmarker und
wichtige Laborparameter des Glukose-, Laktat- und Fettstoffwechsels

bestimmt.
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2.2.1 Bestimmungen der subjektiven Erschopflichkeit mittels

Fragebogen zur Erschopflichkeit (Fatigue)

Bei dem flr diese Studie verwendeten Erhebungsbogen handelt es sich
um den Fragebogen zur Erschdépflichkeit (Fatigue), der von Herrn Prof. Dr.
W. A. Nix und Herrn Dr. J. Hardt vom Institut flir Psychosomatische
Medizin und Psychotherapie der Universitat Mainz zur Verfligung gestellt

wurde.

Auf diesem doppelseitigen Bogen (s. Seite 19 und 20) macht der Patient
Angaben Uber seinen Ermldungs- und Erschdopfungszustand wahrend
seiner taglichen Aktivitdten innerhalb der letzten sieben Tage.
Hauptsachlich werden die Antworten als Strich auf einer visuellen
Analogskala zwischen ,Uberhaupt nicht® und ,sehr ausgepragt" gesetzt.
Bei zwei Fragen findet der Patient vorgegebene Antworten, zwischen

denen er wahlen kann.

Da dieser Fragebogen bisher nur flr die USA und noch nicht fur
Deutschland validiert war, wurde zunachst Cronbachs Alpha bestimmt, um
die interne Konsistenz des Fragebogens zu uberprifen. Cronbachs Alpha,
das MaB flr die interne Konsistenz, liegt bei 95,5%. Wenn Cronbachs
Alpha einen relativ hohen Wert erreicht (> 80%), wie in diesem Fall, ist
dies ein sicheres Zeichen, dass dasselbe unterliegende Konstrukt
gemessen wird, also eine hohe interne Konsistenz vorliegt. Das heiBBt, dass
die Hauptskalen mit den entsprechenden Fragen ubereinstimmen.
Zusatzlich bedeutet dies auch, dass alle Items innerhalb einer Skala sich

in eine Richtung verhalten (hoher positiver Zusammenhang).
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Fragebogen zur Erschopflichkeit (Fatigue) 1

© W. Nix, U.T. Egle (nach der amerikanischen Version von D. Buchwald)

Name:

geb.:

Diese Fragen beziehen sich auf die Ermidung und den Effekt der Erschépflichkeit auf
Ihre tagliche Aktivitit in der letzten Woche.

Bitte machen Sie durch einen senkrechten Strich auf der Linie deutlich. wie Sie die entsprechende Frage
zwischen den beiden angegebenen Polen beantworten wiirden.

1.) In welchem Ausmap3 haben Sie Ihre Erschopi-
lichkeit erlebt?

uberhaupt sehr
nicht l | ausgepragt

Falls Thre Antwort “itberhaupt nicht” lautet, héren Sie hier auf.

2.) Welche Stirke hat die Erschopflichkeit, die Sie
an sich erleben?

sehr
gering | | stark
3.) In welchem Ausmapf} hat Sie die Erschopflichkeit
stimmungsmifig eingeschrinkt?
uberhaupt sehr

nicht [ ausgepragt

=

4.) Wie oft waren Sie wihrend der letzten Woche erschopft?

jeden Tag

oft, aber nicht taglich

gelegentlich, aber nicht an den meisten Tagen
kaum, fast an keinem Tag

aaaao

an keinem Tag

Abbildung 5 Fragebogen zur Erschopflichkeit (Fatigue)
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Fragebogen zur Erschépflichkeil (Fatigue) 2

5.) In welchem Ausmaf} hat sich Ihre Erschopflichkeit innerhalb der letz-
ten Woche geidndert? (nur eine Antwort ankreuzen)

(0 vermehrt

O wechselnde Erschépflichkeit

(0 unverdndert

(0 vermindert

(0 habe letzte Woche keine Erschépflichkeit erlebt

Markieren Sie nun, in welchem Ausmagf die Erschépflichkeit Sie in den folgenden Tatig-
keiten in der letzten Woche beeintrachtigt hat.

Bitte machen Sie durch einen senkrechten Strich auf der Linie deutlich, wie Sie die entsprechende Frage
zwischen den beiden angegebenen Polen beantworten wurden.

uberhaupt sehr
nicht ; ausgepragt

I
bei der Hausarbeit v l

L |
beim Kochen

L |
beim Baden oder
Waschen L |

beim Anziehen

beim Arbeiten

bei Besuchen oder bei Treffen mit Freunden oder der Familie

bei sexueller Aktivitat

bei Freizeitaktivitdten

: beim Einkaufen

beim Gehen

bei anderen kérperlichen Tatigkeiten als Gehen

L |

Abbildung 5 Fragebogen zur Erschopflichkeit (Fatigue)
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2.2.2 Beurteilung der Korperzusammensetzung mittels
bioelektrischer Impedanzanalyse (BIA) und Berechnung
des Body-Mass-Index (BMI)

Die Dbioelektrische Impedanzanalyse (BIA) stellt eine elektrische
Widerstandsmessung in organischen Koérpern dar. Mit ihr ist eine
nichtinvasive Bestimmung der Kdrperzusammensetzung (body
composition) durch ihre Teilkompartimente wie Gesamtkdrperwasser
(TBW, Total Body Water), Korperfett (FM, Fat Mass) und Magermasse
(LBM, Lean Body Mass) madglich, wobei die Magermasse unterteilt ist in
Kdérperzellmasse (BCM, Body Cell Mass) und extrazellulare Masse (ECM,
Extracellular Mass). Dies entspricht dem sogenannten Dreikompartment-
Modell [25]. Die BIA basiert auf der Leitfahigkeit einer angelegten
elektrischen Wechselspannung innerhalb des Organismus. Wasser und
Elektrolyte, die in groBen Mengen in fettfreien Geweben, der sogenannten
Magermasse, vorkommen, leiten den elektrischen Strom gut weiter,
wohingegen die Zellen des Fettgewebes einen Widerstand (Impedanz)
aufbauen [5]. Dadurch ist sie besonders dann von Interesse, wenn es gilt,
die Korperzusammensetzung von Patientenkollektiven genauer zu
evaluieren [25]. Im Rahmen dieser Studie diente sie dazu, sowohl einen
umfassenden Uberblick iiber die Kérperzusammensetzung und damit den
Erndhrungszustand des Patienten zu erhalten als auch eine mdgliche

Lipodystrophie aufzudecken.

Mit den ebenfalls zu diesem Zeitpunkt erhobenen anthropometrischen
Parametern GroBe (m) und Gewicht (kg) konnte zusatzlich der Body-
Mass-Index (BMI) als ein Parameter zur Beurteilung des Ernahrungs-
zustandes erhoben werden. Zur Berechnung des BMI wurde folgende

Formel verwendet:

BMI = Kérpergewicht (kg)/[KérpergréBe (m)]?
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Klassifikation mannlich weiblich
Untergewicht <20 <19
Normalgewicht 20-25 19-24

Ubergewicht 25-30 24-30
Adipositas 30-40 30-40
Massive Adipositas > 40 > 40

Tabelle 3 BMI-Klassifikation (nach DGE, Erndhrungsbericht 1992
[6])

Als Referenzwert gilt fir Manner ein BMI von 20-25, flir Frauen ein BMI
von 19-24,

Praktische Durchfithrung der BIA-Messung:

Die BIA-Messung wird am entspannt liegenden, bekleideten Probanden bei
angenehmer Raumtemperatur an der dominanten Ko&rperseite (z.B. die
rechte Koérperhalfte bei Rechtshandern) durchgefiihrt. Die Arme dlrfen
nicht den Oberkdrper beriihren und die Beine sollten leicht gespreizt sein,
so dass die Oberschenkel nicht miteinander in Kontakt treten. Es muss
darauf geachtet werden, dass der Proband nicht mit metallenen Kopf- und
FuBstlicken des Bettes in BerUhrung kommt, da sich sonst das
Wechselstromfeld auf das Bett ausdehnen und so zu falschen Ergebnissen
fihren kann. Weiterhin sollte die Harnblase entleert sein. Der Proband
sollte seit mindestens vier bis fUnf Stunden nlchtern sein. Der letzte
Alkoholkonsum muss mindestens 24 Stunden zurickliegen. Die letzte
sportliche Betatigung sollte mindestens zwoIf Stunden zurlckliegen.
Infusionen sollten kurzzeitig wahrend der Messung abgedreht werden. Die
Haut an Hand- und FuBrucken wird vor Anbringung der Klebeelektroden
mit nicht riickfettenden Substanzen wie Athanol gereinigt. Um
vergleichbare Ergebnisse innerhalb eines Kollektives zu erhalten, ist es

wichtig, die exakte Platzierung der Elektroden einzuhalten.
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Handelektroden:

Die Messelektrode wird idealerweise leicht distal einer gedachten
horizontalen Linie durch das Ulnarkdpfchen mittig auf das Handgelenk
platziert. Die Fingerelektrode (Signalelektrode) wird am besten auf die
Vertiefung zwischen 2. und 3. Metakarpalknochen proximal der

Fingergrundgelenke gebracht (siehe Abb. 6).

Abbildung 6 Korrekte Fingerelektrodenplatzierung [4]
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FuBelektroden:
Die Messelektrode wird auf Hohe des Innenknochels distal des tastbaren
Sprunggelenksspaltes auf dem FuBricken platziert. Die Zehenelektrode

wird analog der Fingerelektrode angebracht (siehe Abb. 7).

Abbildung 7 Korrekte FuBelektrodenplatzierung [4]

Diese Messung wurde mit Hilfe des Body Impedanz Analyzer B.I.A. 2000-1
von Data-Input, Frankfurt und selbstklebenden Elektroden der Marke
Sentry Silver Sircuit (Diagnostic Electrodes) durchgefiihrt. Die Messung
dauert bis zu einer Minute. Hierbei wird Uber je zwei Hautelektroden an
Hand und FuB der gleichen Ko&rperseite ein homogenes elektrisches
Wechselstromfeld mit konstanter Stromstarke erzeugt [21]. Dabei werden

folgende Werte gemessen [26]:
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e Die Resistenz (R), die dem Ohmschen Widerstand bzw. dem

Gesamtwiderstand des Koérpers entspricht;

e die Reaktanz (Impedanz, Xc), die dem kapazitiven Widerstand
entspricht, wobei jede einzelne Zellmembran des Koérpers wie ein

Kondensator wirkt;

e der Phasenwinkel (PA), Winkel, den der Reaktanzvektor in Bezug zum

Resistenzvektor bildet.

Die Resistenz ist umgekehrt proportional zum Gesamtkdrperwasser. Uber
multiple Regressionsgleichungen, die durch den Vergleich mit
Standardmethoden entwickelt worden sind, wird mittels Resistenz,
Reaktanz, Gewicht, GroBe, Geschlecht und Alter die Magermasse

berechnet. Die Differenz zum Kérpergewicht ergibt die Fettmasse.

Die Berechnung der Magermasse (LBM; extrazellulare Flissigkeit und

Muskulatur) erfolgt nach der Gleichung von Lukaski und Bolonchuk [45]:

LBM (kg) = 0,734 x Ht/R + 0,116 x Wt + 0,096 x Xc + 0,878 x sex - 4,03

Ht = GréBe (cm)
R = Resistenz

Wt = Gewicht (kg)
Xc = Reaktanz

Sex: mannlich = 1; weiblich = 0
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Das Gesamtkorperwasser (TBW) wird nach der Formel von Gleichauf und
Roe [28] berechnet:

TBW (kg) = 0,410 x Ht/R + 0,137 x Wt - 0,071 x (Alter) + 4,41

Ht = GréBe (cm)
R = Resistenz
Wt = Gewicht (kg)

Die Bestimmung der Zellmasse mittels der BIA ist aufgrund der
Kondensatoreigenschaften der Gesamtheit der Zellmembranen madglich.
Der kapazitive Anteil der Reaktanz (Impedanz) entsteht durch die Summe
der Zellmembranen auf dem Weg des Stroms. Der kapazitive Widerstand
fUhrt zu einer messbaren Phasenverschiebung von Strom gegen
Spannung, ausgedrickt durch den Phasenwinkel. Die Berechnung der
Zellmasse (BCM), als Teilkomponente der Magermasse (LBM), erfolgt

unter Verwendung des Phasenwinkels [25].

BCM (kg) = K x LBM x PA

LBM = Lean Body Mass
PA = Phasenwinkel

K = geschlechtsabhangige Konstante

Die extrazelluldre Masse (ECM) besteht aus dem extrazelluldaren Wasser
und den extrazelluldren Festbestandteilen wie Kollagenfasern und
Knochenmatrix. Sie berechnet sich aus LBM - BCM [25].

Die Fettmasse (FM) ist die Differenz aus Koérpergewicht (kg) und LBM
(kg):

FM (kg) = KG (kg) - LBM (kg)
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2.2.3 Oraler Glukosetoleranztest (oGTT)

Der orale Glukosetoleranztest dient prinzipiell der Erkennung und
Differenzierung praklinischer Formen des Diabetes mellitus [54]. In dieser
Studie wurde der oGTT als Belastungs-/Provokationstest zur Messung des
Laktatverlaufs und zum Aufdecken latenter Hyperlaktatéamien, wie sie
unter mitochondrialer Toxizitat bei ungentgender Verstoffwechselung der
Glukose durch eine Insuffizienz der Atmungskette auftreten koénnen,

genutzt.

Praktische Durchfiihrung:

Bei Erwachsenen werden 75 g Glukose oder ein Glukoseaquivalent nach
einer Nuchternblutentnahme in Form einer Lésung verabreicht. Es folgen
Blutzucker- und Laktatbestimmungen 60, 120 und 180 Minuten nach
oraler Glukosebelastung. Die optimale Durchfihrung des oGTT erfordert,
dass der Patient in den drei vorhergehenden Tagen eine
kohlenhydratreiche Kost von circa 200 g Kohlenhydrate pro Tag zu sich
nimmt. Weiterhin sollte auf eine normale koérperliche Aktivitat bis zum
Test geachtet werden. Vor dem oGTT ist eine 12-stundige
Nilchternperiode einzuhalten, in der weder gegessen oder getrunken (eine
Ausnahme stellt klares Wasser oder Mineralwasser dar) noch geraucht
werden darf. Der Test sollte morgens begonnen werden. Die Lésung ist
innerhalb von 5 Minuten zu trinken. Dabei sollte der Proband bequem
sitzen, ohne zu essen, zu rauchen oder koérperlich zu arbeiten. Zum
Messzeitpunkt darf keine febrile Erkrankung vorliegen. Bei Frauen sollte
der oGTT in der ersten Zyklushalfte, jedoch nicht an den ersten drei Tagen
nach der Menstruation durchgeflihrt werden, da dies die Aussagefahigkeit

des Tests einschrankt.
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Stadium Niichtern- | Gelegenheitsblutzucker Oraler
Plasma- Glukose-
Gukose Toleranztest
(oGTT)
Normal <110 mg/dl 2 h-Wert
< 140 mg/dl
Pathologische > 110 < 2 h-Wert
Glukose- 126 mg/dl > 140 < 200
Toleranz mg/dl
Diabetes > 126 > 200 mg/dl und 2 h-Wert >
mg/dl Symptome eines Diabetes 200 mg/dl

Tabelle 4 Diagnostische Richtwerte zur Feststellung eines
Diabetes mellitus (American Diabetes Association,
ADA [63])

Der orale Glukosetoleranztest wurde mit Dextro O.G-T®. der Firma

Hoffmann-La Roche, Grenzach-Wyhlen AG, durchgeflhrt.

2.3 Serumanalysen

2.3.1 Laborparameter des Kohlenhydratstoffwechsels

2.3.1.1 Glukose

Als Analysator zur Bestimmung von Glukose aus Blutserum diente im
Zentrallabor des Klinikums der Justus-Liebig-Universitat in GieBen ein
Roche/Hitachi 917-Analysator der Firma Siemens. Gemessen wurde
Glukose mit Hilfe eines enzymatischen Farb-Tests (Gluco-quant®) der
Firma Roche Diagnostics, Mannheim, wobei Glukose im ersten Schritt
durch Zugabe von ATP wund Hexokinase zu Glukose-6-Phosphat

phosphoryliert wurde. Diese wurde in Gegenwart von NADP und einer
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Dehydrogenase zu Gluconat-6-Phosphat oxidiert. Das dabei entstandene
NADPH wurde photometrisch gemessen, wobei die Geschwindigkeit der

NADPH-Zunahme direkt proportional zur Glukosekonzentration war.

2.3.1.2 Laktat

Die Messung von Laktat im Patientenserum stellte eine enzymatische
Methode zur Laktat-Bestimmung dar. Dabei wurde Laktat zu Pyruvat unter
Wasserstoffperoxidbildung umgesetzt, welches in einer zweiten Reaktion
fir die Farbentwicklung verantwortlich war. Die beiden Reagenzien
stammten von der Firma Roche Diagnostics, Mannheim (Best.-Nr.
1822837). Die Intensitat dieser Farbe war der Laktatkonzentration
proportional und wurde im Zentrallabor der Universitatsklinik GieBen mit

dem Analysegerat Roche/Hitachi 917 der Firma Siemens bestimmt.

2.3.1.3 Insulin

Bei der Bestimmung von Insulin im Patientenserum handelte es sich um
einen Elektrochemilumineszenz Immunoassay (ECLIA) der Firma Roche
Diagnostics, Mannheim, der am Klinikum der JLU mittels des
Analysegerates Elecsys® 1010/2010 der Firma Boehringer, Mannheim,

abgelesen wurde.

2.3.1.4 C-Peptid
C-Peptid wurde im Blutserum mittels eines kompetitiven Festphasen-

Chemilumineszenz-Immunoassay der Firma  Euro/DPC, England,
bestimmt. Daflir wurde das Analysegerat IMMUNOLITE F864, ebenfalls
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von Hitachi eingesetzt. Diese Untersuchung flhrte das Zentrallabor der

Universitatsklinik GieBen durch.

2.3.1.5 HbA1,

Die Blutglucoseregulierung wurde Uber die Bestimmung des Hamoglobins
Al. interpretiert. Dabei wurde die glycierte Hamoglobinfraktion mit dem
VARIANT® Analysensystem der Firma BIO-RAD, Miinchen, aufgetrennt und

mit Hilfe eines Chromatographen abgelesen.

2.3.2 Laborparameter des Fettstoffwechsels

2.3.2.1 Triglyceride

Bei der Bestimmung der Triglyceride handelte es sich um einen
enzymatischen Farbtest. Dabei kam es zur Hydrolyse der Triglyceride zu
Glycerin mit Hilfe einer Lipoproteinlipase mit anschlieBender Oxidation zu
Dihydroxyacetonphosphat und Wasserstoffperoxid. Wasserstoffperoxid
bildete unter katalytischer Wirkung einer Peroxydase mit 4-
Aminophenazon und 4-Chlorphenol einen roten Farbstoff, der
photometrisch am Klinikum der Justus-Liebig-Universitat GieBen mit Hilfe

des Analysators Roche/Hitachi 917 der Firma Siemens bestimmt wurde.

2.3.2.2 Cholesterin
Cholesterin wurde im Blutserum mit einem enzymatischen Farbtest (Best.-

Nr.1491458) der Firma Roche Diagnostics, Mannheim, bestimmt. Dabei

wurde Uber verschiedene enzymatische Reaktionen ein roter Farbstoff
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gebildet, der photometrisch mittels des Analysegerates Roche/Hitachi 917

der Firma Siemens abgelesen wurde.

2.3.2.3 HDL (High Density Lipoproteins) und LDL (Low Density

Lipoproteins)

Die Bestimmung von HDL (High Density Lipoproteins) und LDL (Low
Density Lipoproteins) im Blutserum fand mittels eines enzymatischen
Farbtests (HDL: Best.-Nr. 03038521, LDL: Best.-Nr. 03038777) der Firma
Roche Diagnostics, Mannheim, statt. Im letzten Schritt wurde dabei unter
katalytischer Wirkung ein violetter Farbstoff gebildet, der photomerisch
am Klinikum der Justus-Liebig-Universitat GieBen mit Hilfe des

Analysators Roche/Hitachi 917 der Firma Siemens bestimmt wurde.

2.3.3 Laborparameter des Pankreas

2.3.3.1 Amylase und Lipase

Die Messung von Amylase und Lipase im Serum erfolgte durch einen
enzymatischen colorimetrischen Test der Firma Roche Diagnostics,
Mannheim. Dabei kam es wahrend einer Katalysereaktion zu einer
komplexen Farbreaktion. Die Intensitdat der Probenfarbung korrelierte
dabei direkt mit der Enzymkonzentration im Serum. Der Farbekoeffizient
wurde photometrisch mit dem Analysegerat Roche/Hitachi 917 von
Siemens bestimmt. Beide Bestimmungen wurden im Zentrallabor des

Klinikums der Justus-Liebig-Universitat GieBen durchgeflihrt.
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2.3.4 Laborparameter der Schilddriise

2.3.4.1 TSH (Thyroidea stimulierendes Hormon)

Thyroidea stimulierendes Hormon (TSH) wurde im Patientenserum mit
dem ACS:180® TSH Test der Firma Bayer, Fernwald, mittels Immunoassay
bestimmt. Es wurden zwei konstante Mengen an Antikérpern verwendet.
Der erste markierte den Acridiniumester, der zweite band die
paramagnetischen Partikel. Zwischen der Menge an TSH in der
Patientenprobe und den gemessenen relativen Lichteinheiten bestand ein
proportionales Verhaltnis. Diese Untersuchung flhrte ebenfalls das
Zentrallabor des Klinikums der Justus-Liebig-Universitat GieBen durch und
verwendete dabei den Analysator ACS:180® der Firma Bayer Vital

Diagnostic.

2.3.4.2 T3 (Trijodthyronin) / T4 (Thyroxin)

Flir die Testung von Trijodthyronin (T3) und Thyroxin (T4) wurden die
ACS:180° T3- und ACS:180° T4-Tests der Firma Bayer, Fernwald,
verwendet. Dabei handelte es sich bei beiden um einen Immunoassay
(Chemilumineszenz). Zwischen der Menge an T3 und T4 in der
Patientenprobe und den gemessenen relativen Lichteinheiten bestand eine
umgekehrt proportionale Beziehung, die mit dem Gerat ACS:180°® der
Firma Bayer Vital Diagnostic, Fernwald, bestimmt wurde. Beide
Bestimmungen wurden im Zentrallabor des Klinikums der Justus-Liebig-

Universitat GieBen durchgefihrt.
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2.3.5 HIV-Surrogatmarker

2.3.5.1 HIV-RNA quantitativ (Viruslast)

Die HIV-1 Viruslast wurde mittels signalverstarkendem Nukleinsaure-
Assay (VERSANT® HIV-1 RNA 3.0 Assay (bDNA)) der Firma Bayer Vital
GmbH, Fernwald, aus Patientenplasma bestimmt. Zunachst erfolgte die
Zentrifugation des Patientenplasmas, um HIV-1 zu konzentrieren. Im
Anschluss daran wurde das RNA-Genom isoliert und mittels mehrerer
synthetischer Oligonukleotid-Fangsonden auf einer Nachweisplatte
gebunden. Weitere Zielsonden hybridisierten im Weiteren die virale RNA
und die Vorverstarkersonden. Die Fangsonden und die Zielsonden banden
verschiedene Regionen des pol-Gens der viralen RNA. Die Verstarkersonde
hybridisierte an die Vorverstarkersonde und bildete so einen verzweigten
DNA (bDNA)-Komplex. Eine Vielzahl von Kopien einer alkalischen
Phosphatase (APH)-markierten Sonde wurde danach an diesen
immobilisierten Komplex hybridisiert. Der Nachweis erfolgte durch
Inkubation des Komplexes mit einem Chemilumineszenz-Substrat. Die
Lichtemission war direkt proportional zu der Menge der HIV-1-RNA in
jeder Probe. Es erfolgte die Registrierung der Ergebnisse mittels eines
Messgerates. Die HIV-1-RNA-Konzentration in der Probe wurde anhand
von Basiskurven (Standardkontrollen mit bekannter Konzentration)
ermittelt. Als Analysator wurde vom Institut fir Medizinische Virologie der
Justus-Liebig-Universitat GieBen der Bayer® System 340 bDNA Analyzer

der Firma Bayer, Fernwald, verwendet.

2.3.5.2 CD4-Zellzahl

Die CD4-Zellzahl berechnet sich aus der Multiplikation der relativen
Prozentzahl der CD4-Zellen aus dem Patientenblut mit der

Lymphozytenzahl/pl Blut, dividiert durch 100. Dabei wurden sowohl die
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CD4- als auch die CDS8-Zellen aus EDTA-Blut im Infektionslabor der
Medizinischen Klinik 1l der Justus-Liebig-Universitat in GieBen mittels
Simultest CD4/CD8 (Zweifarbenimmunfluoreszenz) mit anschlieBender
Detektierung mittels eines Durchflusszytometers, beides von der Firma

Becton-Dickinson, San Jose, Kalifornien, USA, bestimmt.

2.3.6 Bestimmung der mitochondrialen DNA (mtDNA)

Die mitochondriale DNA wurde in EDTA-Blut mit Hilfe einer Southernblot-
Reaktion analysiert, die zum Zeitpunkt der Messungen als Methode der
Wahl zur VerfUgung stand. Hierbei handelt es sich um eine
molekularbiologische Analyse der genomischen DNA des Menschen, die
nach ihrem Erfinder E.M. Southern bezeichnet wurde und unter anderem
fir den Nachweis von Mutationen beziehungsweise Depletionen verwendet
wurde. Daflr wird die DNA aus Lymphozytenzellkernen isoliert und mit
Hilfe von Restriktionsendonucleasen in Fragmente gespalten. Diese
werden gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf Nitrozellulose Ubertragen
(,blotting™), auf welcher sie fixiert werden. Falls durch Mutationen
Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonukleasen neugeschaffen oder
zerstért werden, schlagt sich dies fur die gebildeten DNA-Fragmente in
einer veranderten elektrophoretischen Mobilitat wieder. Detektion und
Identifizierung der DNA-Fragmente geschieht mit Gen-Sonden. Die
Verarbeitung der Proben erfolgte am Akademischen Lehrkrankenhaus
Minchen-Schwabing im Institut fur Klinische Chemie, Molekulare
Diagnostik und Mitochondriale Genetik (Leiter Prof. Dr. Gerbitz).

Da sich die PCR im Vergleich zur Southernblot-Reaktion wahrend der
Datenakquisition als eine sensitivere Methode herausstellte [33], um
spezifische DNA- und RNA-Sequenzen mit einer deutlich verbesserten
Erkennbarkeit der Nukleinsauresequenz herzustellen, was letztendlich eine

prazisere DNA-Analyse bedeutet, wurden alle asservierten Blutproben im
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selbigen Labor in einer spateren Untersuchung mit einer real-time
Polymerasenkettenreaktion (rtPCR, real-time polymerase chain reaction)
mittels LightCycler FastStart DNA Master Hybridisation Probes kit sowie
dem Light cycler als Analysegerat, beides der Firma Roche, ein zweites

Mal gemessen und die Ergebnisse miteinander verglichen.

2.3.7 Carnitinbestimmung

2.3.7.1 Quantitative Serum-Carnitinbestimmung

Carnitin wurde im Stoffwechsellabor der Kinderklinik der Justus-Liebig-
Universitat in GieBen, basierend auf der Methode nach J. Dennis McGarry
und Daniel W. Foster bestimmt [48]. Hierbei handelt es sich um einen
Radioimmunoassay, flr welches Patientenplasma bendtigt wird. Als
Analysator wurde der Liquid scintillation counter 1409 der Firma LKB

Wallac eingesetzt.

2.3.7.2 Bestimmung des Carnitin-Musters mittels Tandem-

Massenspektrometrie (TMS)

Die Massenspektrometrie stellt eine Analysetechnik zur Bestimmung von
Massen geladener Moleklle dar. In dieser Studie wurde mit diesem
Verfahren sowohl das freie Carnitin als auch die kurz-, mittel- und
langkettigen Acyl-Carnitine aus Patientenserum bestimmt. Dabei kommt
es im ersten Schritt zu einer Ionisierung der zu analysierenden Masse,
wobei die Probe in einem elektrischen Feld verspriht wird. Darauf folgt die
Trennung des Analysats im Hochfrequenzfeld eines Quadrupol-
Stabsystems. Bei einem Tandem-Massenspektrometer sind dabei zwei
Quadrupole hintereinander geschaltet, wodurch eine gezielte Bestimmung
der Molekulargewichte der entstandenen Fragmente moglich wird.

AnschlieBend erfolgt der Nachweis mittels eines Detektors, der ein
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Massenspektrum mit den relativen Intensitdten der einzelnen Ionen
erzeugt. Dieses Tandem-Prinzip hat den Vorteil gegenliber friheren
benutzten Spektrometern, dass auch aus sehr komplexen Medien, wie es
Serum darstellt, Analysen ohne vorherige chromatographische
Auftrennung madglich sind [22, 27]. Die Analyse des Serums erfolgte im
Institut far Klinische Chemie, Molekulare Diagnostik und Mitochondriale
Genetik, Akademisches Lehrkrankenhaus Minchen-Schwabing, mit einem

Sciex API 365 Massenspektrometer der Firma Applied Biosystems.

2.4 Statistische Methoden

Die Datenerfassung erfolgte mittels Excel 2000 (9.0.3821 SR-1) von

Microsoft.

Bei insgesamt inhomogener Gruppengestaltung (nicht normalverteilt) in
Bezug auf Geschlecht, Alter und Therapiedauer als wesentliche
EinflussgroBen wurden flr alle Laborwerte der Median sowie die
Interquartilintervalle 1 und 3 mittels sas (statistical analysis system)

Version 8.2 berechnet.

Fir den Glukose- und Laktatverlauf wurde zur besseren Darstellbarkeit die

Box- and Whiskerplot-Darstellung von SPSS gewahlt.
Mit Hilfe des H-Tests von Kruskal und Wallis wurde Uberprift, ob sich die

Patientengruppen hinsichtlich ihrer Glukose- und Laktatverlaufe wahrend

des oGTT signifikant voneinander unterscheiden.
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenkollektive

Die 33 Patienten, die an der Studie teilnahmen, lieBen sich anhand ihrer

antiretroviralen Therapie folgenden vier Gruppen zuordnen:

e Gruppe 1: EIf Patienten (29%) erhielten keine ART (therapienaiv).
Bei 5 Patienten erfolgte eine Follow-up-Untersuchung drei Monate
nach ART-Beginn. Diese Patienten wurden dann entsprechend der
Medikation den Gruppen 2-4 zugeordnet.

e Gruppe 2: EIf Patienten (29%) mit konvergenter Dreifachtherapie
(Firstline nur NRTI) seit mindestens drei Monaten.

e Gruppe 3: Zehn Patienten (26%) mit zwei NRTI und einem NNRTI
(Firstline) seit mindestens drei Monaten.

e Gruppe 4: Sechs Patienten (16%) mit zwei NRTI und einem PI

(Firstline) seit mindestens drei Monaten.
Auf eine weitere Subklassifikation der Patienten unter Berlicksichtigung

der individuellen Medikation wurde aufgrund der sich dadurch ergebenden

kleinen Fallzahlen verzichtet.
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Gruppe 1 | Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
n=11 n=11 n=10 n==6
(therapienaiv) (3 NRTI) (2 NRTI+1 NNRTI) | (2 NRTI+1 PI)
Alter (Jahre)
Median [Quartile] 34 [30; 43] 36 [29; 46] 35,5 [30; 51] 46,5 [42; 54]
Arith. Mittel 37,1 37,9 40,2 48,7
Therapiedauer
(Monate)
Median [Quartile] 6 [4; 13] 11 [4; 24] 24 [21; 38]
Arith. Mittel 11,6 18,8 25,8
Geschlecht
Manner
Frauen 4 4

Tabelle 5 Charakteristika der Patientenkollektive

3.2 Verlaufsparameter des Provokationstests
(oraler Glukosetoleranztest, oGTT)

Um latente Veranderungen im Zucker- und Energiestoffwechsel zu

detektieren, wurde ein oGTT bei allen Patienten durchgefthrt. Parallel zu

Laktat Die

wurden wahrend

den Glukosewerten wurde bestimmt. nachfolgend

beschriebenen Messergebnisse des oralen

Glukosebelastungstests erhoben.

Zum Zeitpunkt 0 h fand die NlUchternblutenthahme zur Basiswertbestim-
mung fur die Verlaufsparameter Glukose und Laktat statt. Weiterhin
wurden zum Zeitpunkt 0 h nur einmalig abzunehmende Blutparameter wie
z. B. CD4-Zellzahl oder HbA1l. bestimmt. Nach oraler Glukosebelastung
erfolgten Blutentnahmen nach 60 (1 h), 120 (2 h) und 180 Minuten (3 h).
Die Normwerte flr Glukose im Plasma finden sich in Tabelle 4 (s. Seite 28
im Abschnitt Probanden, Material und Methoden). Der Normwert flr Laktat
betragt 0,5-2,2 mmol/I.
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Zur besseren Darstellbarkeit wurde fir die Verlaufsparameter des
Provokationstests (Glukose und Laktat) die Box- and Whiskerplot-
Darstellung von SPSS gewahlt. Die AusreiBer in den nachfolgenden
Boxplots sind folgendermaBen definiert: Milde AusreiBer (o) liegen
zwischen 1,5 x IQR (Interquartilsabstand) und 3 x IQR. Extreme AusreiBer
(x) liegen Uber 3 x IQR.
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Abbildung 8 Boxplot zum Blutglukoseverlauf der Gruppe 1

Abbildung 9 Boxplot zum Blutglukoseverlauf der Gruppe 2
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Abbildung 10 Boxplot zum Blutglukoseverlauf der Gruppe 3

Abbildung 11 Boxplot zum Blutglukoseverlauf der Gruppe 4
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Die Glukoseverlaufe verliefen wahrend der oralen Glukosebelastung in
allen vier Gruppen Uberwiegend physiologisch. Es zeigten sich ein
erwarteter deutlicher Anstieg des Glukosespiegels in der 1. Stunde und ein
insulinvermittelter Abfall in der 2. und 3. Stunde nach oraler
Glukosebelastung. Sowohl in Gruppe 1 als auch in Gruppe 2 fand sich
jeweils ein Patient mit einer pathologischen Glukosetoleranz. In Gruppe 3
befanden sich zwei Patienten mit einem bekannten Diabetes mellitus Typ
II, welcher sich in einem zu allen Messzeitpunkten pathologischen
Blutzuckerplasmaspiegel bestatigte. Auch in Gruppe 4 (zwei NRTIs und ein
PI) fiel bei einem Patienten ein erhdéhter 2-h-Wert mit 181 mg Glukose/dlI
Plasma bei unauffalligem Nlchternglukosewert auf, so dass eine
pathologische Glukosetoleranz unter der Proteasehemmer enthaltenden

antiretroviralen Therapie neu diagnostiziert werden konnte.

Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Blutglukosewerten der Patientengruppen 1-4 zu den verschiedenen
Zeitpunkten (H-Test; Zeitpunkt O h: p = 0,524; Zeitpunkt 1 h: p = 0,689;
Zeitpunkt 2 h: p = 0,761; Zeitpunkt 3 h: p = 0,439).
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Abbildung 12 Boxplot zum Blutlaktatverlauf der Gruppe 1

Abbildung 13 Boxplot zum Blutlaktatverlauf der Gruppe 2

43



Ergebnisse

Abbildung 14 Boxplot zum Blutlaktatverlauf der Gruppe 3

Abbildung 15 Boxplot zum Blutlaktatverlauf der Gruppe 4
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Der orale Glukosetoleranztest diente in dieser Studie zur Erfassung einer
gestorten Glukosetoleranz. Zusatzlich wurde der Laktatverlauf bestimmt,
um latente Hyperlaktatamien, wie sie bei Insuffizienz der Atmungskette
bei mitochondrialer Toxizitat durch Nukleosidanaloga auftreten kdénnen, zu
detektieren. Die Patientengruppen 1, 2 und 4 zeigten wahrend der oralen
Glukosebelastung insgesamt bis auf wenige AusreiBer einen
regelgerechten physiologischen Verlauf der Laktatwerte. Wie erwartet,
stieg das Serumlaktat nach oraler Gabe von Glukose an (60 Minuten nach
Einnahme), um im weiteren Verlauf abzufallen und sich ab der zweiten
Stunde nach oraler Glukosebelastung wieder dem Nlchternausgangswert

anzunahern.

Auffalligkeiten fanden sich bei Gruppe 3 (zwei NRTI und ein NNRTI): Im
Gegensatz zu den anderen Patientengruppen zeigte diese Gruppe nur
geringe Schwankungen der Laktatwerte unter oraler Glukosebelastung
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum. Bei weiterer Aufschlisselung
dieser Gruppe fielen drei Patienten mit bereits nichtern deutlich erhéhten
Laktatwerten auf. Bei diesen drei Patienten zeigten sich im weiteren
Verlauf unter oraler Glukosebelastung entsprechend erhdéhte bzw.
pathologische  Laktatwerte. Diese drei Patienten hatten ein
Therapieregime, welches D4T (Stavudin, Zerit®) als Nukleosidanalogon
enthielt. Im weiteren klinischen Verlauf fielen diese drei Studienteilnehmer
mit einer symptomatischen Hepatitis auf: AuBer einer Erhdhung der
Transaminasen zeigten die Patienten Symptome eines
Atmungskettendefektes mit  Abgeschlagenheit, uncharakterisischen
Abdominalbeschwerden und pathologischer Glukosetoleranz. Die zur
weiteren Abklarung durchgeflihrten Leberbiopsien ergaben bei allen drei
Probanden eine Steatosis hepatis auf dem Boden einer medikamentos
toxischen Schadigung. Als haufigste Ursachen flr eine Steatosis hepatis
finden sich z. B. chronischer Alkoholabusus, Diabetes mellitus und
toxische Medikamentenwirkungen. Eine zusatzliche DNA-Analyse der

gewonnenen Leberzellproben mittels rtPCR konnte bei einem dieser drei

45



Ergebnisse

Patienten ebenfalls eine mitochondriale Depletion in den Hepatozyten
nachweisen. Nach Absetzen von D4T kam es bei allen drei Patienten zu
einer Normalisierung sowohl der Transaminasen- und
Cholestaseparameter als auch der Laktatwerte, einhergehend mit einer

Restitutio ad integrum aus klinischer Sicht.

Statistisch bestanden jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Blutlaktatwerten der Patientengruppen 1-4 zu den verschiedenen
Zeitpunkten (H-Test; Zeitpunkt O h: p = 0,360; Zeitpunkt 1 h: p = 0,834;
Zeitpunkt 2 h: p = 0,182; Zeitpunkt 3 h: p = 0,433).

Abbildung 16 Boxplot zum Blutlaktatverlauf der Gruppe 3 mit
Ausnahme der Patienten mit mtDNA-Depletion der
Hepatozyten
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Nach Ausschluss der Laktatverlaufe der Patienten mit nachgewiesener
mitochondrialer Depletion der Hepatozyten aus Gruppe 3 kommt es damit
zu einer Ubersichtlicheren Darstellung der Laktatverlaufe der Ubrigen
Studienteilnehmer der Gruppe 3: Anstieg des Laktats nach oraler
Belastung sowie harmonischer Abfall und Anndherung an die

Ausgangswerte.

3.3 Bestimmung der mitochondrialen DNA zum Ausschluss einer
Depletion (mtDNA-Depletion)

Die Bestimmung der mitochondrialen DNA zum Ausschluss einer Depletion
(mtDNA-Depletion) aus Lymphozyten erfolgte zundachst mit Hilfe der
Southernblot-Methode, welche zum Zeitpunkt der Studiendurchfiihrung
Mittel der Wahl war. Hier ergab sich erwartungsgemaB nach unserer
Hypothese in der therapienaiven Gruppe 1 kein Hinweis flir das Vorliegen
einer Depletion. Auch in Gruppe 4 konnte keine Depletion nachgewiesen
werden. Anders hingegen zeigte sich die Situation in Gruppe 2 und 3: In
Gruppe 2 wurde der Verdacht auf eine Depletion bei zwei Patienten

geauBert, in Gruppe 3 bei drei Patienten.

Im Frihjahr 2002 konnte das Institut fir Klinische Chemie, Molekulare
Diagnostik und Mitochondriale Genetik des Akademischen
Lehrkrankenhauses Minchen-Schwabing einen sensitiveren Test zur
Depletionsbestimmung anbieten, so dass alle asservierten Proben mittels
einer real-time PCR (rtPCR; Light Cycler, Firma Roche) erneut untersucht
wurden. Mit Hilfe dieser Methodik konnten die Verdachtsfalle einer
mitochondrialen Depletion nicht bestatigt werden, so dass letztendlich bei
keinem der an der Studie teilnehmenden Patienten eine mitochondriale
DNA-Depletion in den peripheren Blutzellen (Leukozyten) nachzuweisen
war. Tabelle 6 fasst die Ergebnisse der vier Patientenkollektive

Zusammen:
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Gruppe Anzahl der Patienten mit | Anzahl der Patienten mit
Verdacht einer mtDNA- Verdacht einer mtDNA-
Depletion (Southernblot) Depletion (rtPCR)
1 0 0
2 2 0
3 3 0
4 0 0

Tabelle 6 Verdacht der mtDNA-Depletion aus Lymphozyten in
den untersuchten Patientenkollektiven

Die durchgefihrten DNA-Analysen aus weiBen Blutzellen (Lymphozyten)
mittels real-time PCR erbrachten keinen Nachweis einer mtDNA-Depletion.
Dennoch zeigte sich im weiteren klinischen Verlauf der drei Patienten mit
symptomatischer Hyperlaktatamie, die in diesem Fall unter anderem mit
D4T behandelt wurden, dass es zu schweren Organschaden, beruhend auf
einer mitochondrialen Schadigung der betreffenden Organzellen
(Hepatozyten) durch mitochondriale DNA-Depletion, gekommen war,

welche mittels rtPCR aus Hepatozyten diagnostiziert werden konnte.

3.4 Virologischer Status (HIV-Surrogatmarker)

Die regelméaBige Uberprifung der HIV-Surrogatmarker (Viruslast und
CD4-Zellzahl) stellen einen wesentlichen Bestandteil der Beurteilung des
Krankheitsverlaufes und der Wirksamkeit der antiretroviralen Therapie
dar. Anhand dieser beiden Werte kann beurteilt werden, wie stark der
HIV-assoziierte Immundefekt ausgepragt ist und welche Dynamik die
Krankheitsprogression hat. Weiterhin dienen sie als wichtige Parameter,
um den richtigen Zeitpunkt fiir eine Einleitung oder Anderung bzw.
Intensivierung der  antiretroviralen Therapie  festzulegen. Die
Patientenkollektive wurden bei Studieneintritt hinsichtlich ihrer HIV-

Surrogatmarker evaluiert.
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3.4.1 HIV-RNA quantitativ (Viruslast)

Die HIV-RNA wurde in Genomaquivalenten (Ga)/ml Serum bestimmt und
in den verschiedenen Patientengruppen analysiert. Zum Zeitpunkt der
Datenerhebung lag die Nachweisgrenze des bDNA-Tests bei 50 Ga/ml

Serum. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

3.4.2 CD4-Zellzahl

Durch die Bestimmung der CD4-Zellzahl (Zellen/pul Serum) zusammen mit
der Viruslast lasst sich erkennen, inwieweit das Immunsystem des
Patienten geschwacht und die Krankheit vorangeschritten ist. Zur
Festlegung des Immunstatus wurden bei allen Patienten die CD4-Zellen
bestimmt. Die erhobenen Patientendaten der verschiedenen Kollektive

sind in Tabelle 7 dargestellt.

49



Ergebnisse

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
n=11 n=11 n=10 n==6
(therapienaiv) (3 NRTI) | (2 NRTI+1 NNRTI) | (2 NRTI+1 PI)
Viruslast
(Ga/ml)
Median 7 000 0 0 0
Quartile [3 000; 20 000] | [0; O] [0; O] [0; O]
Minimum 100 0 0 0
Maximum 40 000 0 0 0
CD4-Zellzahl
(Zellen/pul)
Median 324 452 338 404
Quartile [192; 415] [296; 560] | [243; 590] [237; 501]
Minimum 68 159 134 115
Maximum 751 835 645 1004

Tabelle 7 Virologischer Status der untersuchten

Patientenkollektive

In der Gruppe 1 (therapienaiv) lag der Median der Viruslast bei 7 000
Kopien/ml Serum. FUnf dieser elf Patienten begannen im Anschluss an die
erste Studienteilnahme mit einer ART. Zum Zeitpunkt der 2. Messung im
Rahmen dieser Studie (drei-funf Monate nach Therapiebeginn) lag die
Viruslast bei diesen Patienten unterhalb der Nachweisgrenze, welches
letztendlich ein wesentliches Ziel der Behandlung mit HAART darstellt.
Entsprechend den Einschlusskriterien der Studie lag die Viruslast bei den
ART stehenden

Nachweisgrenze von 50 Ga/ml Serum.

bereits unter Patienten (Gruppe 2-4) unter der

Insgesamt wurden in allen Gruppen Patienten mit unterschiedlich stark
so dass sich in allen
CD4-Zellzahlen

erwartungsgemalB am ausgepragtesten in der therapienaiven Gruppe.

ausgepragten Immundefekten eingeschlossen,

Gruppen erhebliche Schwankungen der fanden,
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3.5 Serumanalysen

3.5.1 Laborparameter des Kohlenhydratstoffwechsels

3.5.1.1 Insulin

Insulin wird in den B-Zellen der Langerhans-Inseln des Pankreas gebildet
und hat die Aufgabe, den Glukosespiegel im Serum zu senken. Der
Normwert betragt nichtern < 16 pyU/ml. Die erhobenen Werte der vier

Patientenkollektive stellt Tabelle 8 dar.

3.5.1.2 C-Peptid

Wahrend der Biosynthese des Insulins wird aus einer Vorstufe Proinsulin
das C-Peptid (connecting-peptide) abgespalten und in das Serum
abgegeben. Das C-Peptid gibt damit Auskunft Gber die Sekretionsleistung
der Inselzellen des Pankreas. Der Normwert betragt nlichtern 1-3 ng/ml.
Insulin und C-Peptid werden zeitgleich und aquimolar ins Blut sezerniert.
C-Peptid hat eine Ilangere biologische Halbwertzeit, geht keine
Kreuzreaktion mit Insulinantikbérpern ein und die Messung bleibt von
exogener Insulingabe unbeeinflusst. Die erhobenen Daten sind flr die vier

Patientenkollektive in Tabelle 8 zusammengefasst.

3.5.1.3 HbA1,

HbA1l. ist der prozentuale Anteil des glykierten Hamoglobins am
Gesamthamoglobin und liegt im Normalfall zwischen 3,3 und 6,1%.
Wahrend die einzelne Blutglucosebestimmung den Zustand des Patienten
wahrend der vergangenen Stunden widerspiegelt, gibt das Hamoglobin

Al. Auskunft Uber die Blutzuckerstoffwechsellage wahrend der letzten 90
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Tage und damit den wahren Status der Blutglucoseregulierung. Der Anteil

des Glycohamoglobins Al. am Gesamthamoglobin ergab fir die vier

Patientenkollektive folgende Ergebnisse (Tabelle 8):

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
n=11 n=11 n=10 n==6
(therapienaiv) (3 NRTI) (2 NRTI+1 NNRTI) | (2 NRTI+1 PI)
Insulin
(nU/ml)
Median 5,3 4,4 9,6 3,8
Quartile [3,3; 9,5] [3,8; 7,1] [5,5; 24,3] [1,7; 4,4]
Minimum 2,8 3,2 0,2 0,0
Maximum 68,6 24,10 70,7 4,9
C-Peptid
(ng/ml)
Median 2,1 2,0 3,0 2,0
Quartile [2,0; 3,0] [2,0; 2,3] [2,0; 6,0] [2,0; 2,0]
Minimum 1,0 1,4 1,4 2,0
Maximum 9,4 4,0 9,8 3,0
HbA1,
(%)
Median 5,8 5,2 5,0 5,5
Quartile [5,1; 6,2] [5,0; 5,3] [4,9; 5,3] [5,0; 5,8]
Minimum 4,6 4,6 3,7 5,0
Maximum 6,3 5,6 7,2 6,6

Tabelle 8 Laborparameter des Kohlenhydratstoffwechsels in den

untersuchten Patientenkollektiven

Die Mediane der Dbasalen Insulinplasmaspiegel lagen in allen
Patientengruppen im Normbereich. Deutlich erhéhte basale Insulinwerte
fanden sich jedoch bei zwei Patienten in Gruppe 3 mit einem bekannten
Diabetes mellitus Typ II. Somit lassen sich diese erhdhten Nichternwerte
im Sinne einer

als Hyperinsulinamie bei Diabetes mellitus Typ II

peripheren Insulinresistenz deuten.
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Korrespondierend zu den basalen Plasmainsulinspiegeln lagen auch die
Mediane der C-Peptide aller Patientengruppen im Normbereich.
Entsprechend fanden sich bei Patienten mit einer pathologischen
Glukosetoleranz bzw. eines manifesten Diabetes mellitus Typ II (Gruppe 1
und 3) bis zu dreifach erhéhte C-Peptid-Nichternwerte (bis 9,8 ng/ml).

Bei genauerer Aufschlisselung fanden sich in der therapienaiven Gruppe 1
und in Gruppe 4 jeweils zwei Patienten mit marginal erhéhtem HbA1. bei
unauffalligem Glucoseverlauf. In Gruppe 2 lagen alle Patienten im
Normbereich. In Gruppe 3 lag das hdéchste HbA1l. bei 7,2% bei einem
Patienten mit bekanntem Diabetes mellitus Typ II, welches eine schlechte

Blutzuckerstoffwechsellage in den letzten acht-zwo6lf Wochen nachwies.

3.5.2 Laborparameter des Fettstoffwechsels

Der Begriff Lipodystrophie-Syndrom wird bei HIV-Patienten flr einen
Symptomenkomplex aus Fettverteilungsstorungen und metabolischen
Veranderungen benutzt und tritt vor allem wunter Therapie mit
Proteasehemmern (PI) und Nukleosidanaloga (NRTI) auf. Zu den
metabolischen Veranderungen gehdren Glucosetoleranzstérungen bis hin
zum Diabetes mellitus Typ II mit entsprechender Insulinresistenz,
Hypertriglyzeridamie, Hypercholesterinamie, erhohtem LDL (Low Density
Lipoprotein) und erniedrigtemm HDL (High Density Lipoprotein). Der
Normwert (nichtern) flr Triglyceride liegt zwischen 55 und 245 mg/dl, fur
Cholesterin zwischen 120 und 220 mg/dl, fur HDL zwischen 40 und 80
mg/dl und fir LDL zwischen 65 und 150 mg/dl. Die erhobenen Daten der

verschiedenen Patientenkollektive sind in Tabelle 9 wiedergegeben:
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Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
n=11 n=11 n=10 n==6
(therapienaiv) (3 NRTI) | (2 NRTI+1 NNRTI) | (2 NRTI+1 PI)

Triglyceride

(mg/dl)
Median 94 102 146 159
Quartile [70; 105] [76; 173] [104; 235] [121; 207]
Minimum 55 59 56 111
Maximum 155 224 594 218

Cholesterin

(mg/dl)
Median 170 200 199 210
Quartile [153; 201] [152; 220] | [185; 258] [205; 224]
Minimum 114 98 136 143
Maximum 217 253 341 234

HDL

(mg/dl)
Median 40 52 48 39
Quartile [32; 53] [41; 57] [46; 58] [32; 49]
Minimum 30 33 24 24
Maximum 65 78 94 60

LDL

(mg/dl)
Median 98 112 124 138
Quartile [90; 134] [80; 125] [81; 135] [125; 146]
Minimum 59 49 62 78
Maximum 154 148 174 150

Tabelle 9 Laborparameter des Fettstoffwechsels in den

untersuchten Patientenkollektiven

In der therapienaiven Gruppe zeigten sich bei allen Patienten unauffallige

basale Triglycerid-

und Cholesterinwerte.

Ein Patient fiel

mit einem

marginal erhéhten LDL-Spiegel auf: Dieser Patient zeigte zusatzlich auch

ein leicht erniedrigtes HDL, welches auch bei weiteren vier Patienten

dieser Gruppe leicht- bis maBiggradig erniedrigt war.

In Gruppe 2 lagen alle Triglycerid- und LDL-Werte im Normbereich. Drei

Patienten zeigten einen erhdhten Cholesterinspiegel von lber 220 mg/dl
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bis maximal 253 mg/dl, hierunter eine Patientin mit einem
Cholesterinwert von 244 mg/dl sowie einem erniedrigtem HDL von 43
mg/dl. Eine weitere Patientin fiel mit einem isolierten, maBig erniedrigten
HDL von 33 mg/dl auf. In Gruppe 3 zeigten zwei Patienten erhdhte
Triglyceride, wobei ein Patient mit bekanntem Diabetes mellitus Typ II
einen Wert von 594 mg/dl aufwies und auch ein deutlich erhdhtes
Cholesterin mit 341 mg/dl hatte. Weitere zwei Patienten zeigten erhdhte
Cholesterin- und LDL-Werte. Bei insgesamt drei Patienten war das HDL
zum Teil deutlich, mit 24 mg/dl bei einer weiblichen Probandin, erniedrigt.
In Patientengruppe 4 lagen alle Triglycerid- und LDL-Werte im mittleren
bis oberen Normbereich. Zwei Patienten zeigten zusatzlich erhdhte
Cholesterinwerte, wobei jedoch die Ubrigen Fettstoffwechselparameter alle
im ebenfalls im oberen Normbereich angesiedelt waren. Zusatzlich fiel bei

drei Patienten der Gruppe 4 ein erniedrigtes HDL auf.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die Mediane der untersuchten
Fettstoffwechselparameter (Triglyceride, Cholesterin und LDL) der Gruppe
4 Uber denen der Ubrigen Patientengruppen lagen, wohingegen der

Median des HDL am niedrigsten war.

3.5.3 Laborparameter des Pankreas

Zum Ausschluss einer chronischen Pankreatitis (z. B. ART-induziert) mit
daraus resultierenden moéglichen Stérungen der endokrinen, aber auch der
exokrinen Pankreasfunktion als Ursache fir metabolische Veranderungen
wurden bei allen Patienten zusatzlich Amylase und Lipase aus dem Serum
bestimmt. Diese Parameter kdnnen als frihes Zeichen einer akuten
Pankreatitis bzw. bei einem erneuten Schub einer chronischen Pankreatitis
erhoht sein. Dementsprechend kann es zu Stdérungen in der
Glucoseverwertung bzw. der Lipidverstoffwechselung kommen. Hierbei ist

zu beachten, dass bei ca. 10% der Patienten mit vorliegender HIV-
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Infektion erhéhte Amylaseserumspiegel durch eine HIV-bedingte

Entziindung der Speicheldriisen vorliegen kénnen [1]. Die erhobenen
Patientendaten der vier Patientenkollektive finden sich in der unten

stehenden Tabelle 10, wobei die Normwerte (nltchtern) fir Amylase < 53

U/l Serum und fur Lipase zwischen 20 und 160 U/l Serum liegen.

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
n=11 n=11 n=10 n==6
(therapienaiv) (3 NRTI) (2 NRTI+1 NNRTI) | (2 NRTI+1 PI)

Amylase

(u/mn
Median 73,0 54,5 62,5 57,5
Quartile [51,0; 111,0] | [43,0; 77,0] | [40,0; 94,0] [50,0; 67,0]
Minimum 41,0 34,0 29,0 31,0
Maximum 131,0 87,0 149,0 84,0

Lipase

(u/mn
Median 25,0 23,0 23,0 27,0
Quartile [19,0; 40,0] [18,0; 25,0] [21,0; 32,0] [18,0; 36,0]
Minimum 16,0 14,0 14,0 18,0
Maximum 49,0 27,0 55,0 37,0

Tabelle 10 Laborparameter des Pankreas in den untersuchten

Patientenkollektiven

Die Mediane der Amylase lagen
Patientenkollektiven zwischen 54,5-62,5 U/I,

Gruppe war der Median noch hdéher und lag bei 73 U/l (Normwert < 53

in den unter Therapie stehenden

in der therapienaiven
U/l). Bei der Lipasebestimmung gab es jedoch bis auf wenige Patienten

keine Auffalligkeiten. Insgesamt ergab sich somit kein Hinweis flr eine

akute Pankreatitis in den untersuchten Patientengruppen.
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3.5.4 Laborparameter der Schilddriise

Die Schilddriise beeinflusst die Stoffwechselaktivitat vieler Gewebearten.
Zum Ausschluss einer Schilddrisenstoffwechselerkrankung wurden bei
Studie Patienten TSH (Thyroidea

stimulierendes Hormon, Normwert 0,4-5,0 mU/l), T3 (Trijodthyronin,

allen an der teilnehmenden

Normwert 0,8-2,0 ng/ml) sowie T4 (Thyroxin, Normwert 4,5-12 ug/dl) im

peripheren  Blut bestimmt. Die erhobenen Daten der Vvier

Patientenkollektive sind in Tabelle 11 zusammengefasst:

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
n=11 n=11 n=10 n==6
(therapienaiv) (3 NRTI) (2 NRTI+1 NNRTI) | (2 NRTI+1 PI)

TSH

(mu/I)
Median 1,42 1,25 1,495 1,195
Quartile [1,32; 3,75] [0,97; 1,38] | [1,02; 2,61] [0,82; 1,87]
Minimum 0,90 0,450 0,510 0,550
Maximum 6,64 1,800 5,470 3,030

T3

(ng/ml)
Median 1,33 1,25 1,04 1,29
Quartile [1,05; 1,61] |[1,03; 1,45] |[1,01; 1,23] [1,17; 1,46]
Minimum 0,84 0,86 0,92 1,10
Maximum 2,36 1,68 1,29 1,60

T4

(ng/dl)
Median 8,40 7,25 5,85 7,10
Quartile [7,10; 10,6] [6,80; 8,00] | [4,90; 7,40] [7,00; 7,30]
Minimum 5,40 5,80 4,30 5,80
Maximum 12,90 9,40 7,90 9,30

Tabelle 11 Laborparameter der Schilddriise in den untersuchten

Patientenkollektiven
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Bis auf eine latente Hyperthyreose (T3 und T4 normal, TSH erniedrigt) bei
zwei Patienten in Gruppe 1 und 3 zeigten alle lbrigen Patienten normale
Schilddrisenfunktionsparameter. Die weitere selektive Betrachtung der
Ubrigen untersuchten Stoffwechselparameter dieser zwei Patienten ergab
keine weiteren Auffalligkeiten, so dass eine pathologische Beeinflussung
anderer Stoffwechselkreislaufe durch eine latente Hyperthyreose

ausgeschlossen werden konnte.

3.5.5 Carnitinbestimmung

Eine mogliche Ursache flir angeborene Stérungen des Fettsdurestoff-
wechsels sind mitochondrial lokalisierte Enzymdefekte. Um zu Uberprifen,
ob Veranderungen im  Fettstoffwechsel in den untersuchten
Patientenkollektiven durch mitochondrial lokalisierte Enzymdefekte
verursacht wurden, wurde der Carnitinstoffwechsel mit Hilfe des
Radioimmunoassays und der Tandem-Massenspektrometrie in den vier
Patientenkollektiven analysiert. Die Radioimmunoassay und die Tandem-
Massenspektrometrie erlauben eine zuverldssige Bestimmung dieser
Metabolite im Patientenserum und somit eine Diagnostik der speziellen
Stoffwechselstérungen. In  dieser Studie wurde mittels des
Radioimmunoassays Gesamt-Carnitin, freies Carnitin und Acylcarnitin
sowie mit der Tandem-Massenspektrometrie das gesamte Carnitin-Muster
mit freiem Carnitin, Acetyl-Carnitin, Propionyl-Carnitin, Butyryl-Carnitin,
Hexanoyl-Carnitin, Octanoyl-Carnitin, Decanoyl-Carnitin, C14-Carnitin und
Cl6-Carnitin bestimmt. Die Ergebnisse sind flr die verschiedenen

Patientengruppen in Tabelle 12 und 13 zusammengefasst:
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Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 | Normwert
n=11 n=11 n =10 n=~6
therapienaiv 3 NRTI 2 NRTI+1 NNRTI | 2 NRTI+1 PI
Gesamt-
Carnitin
(umol/I)
Median 49,0 44,0 49,1 43,7 54,0£12,6
Quartile [38,5; 60,1] | [35,1; 49,8] |[39,7; 51,5] |[36,1;51,0]
Minimum 32,4 32,3 34,2 35,9
Maximum 65,9 83,9 55,4 60,8
Freies
Carnitin (FC)
(emol/l)
Median 42,0 37,9 38,4 33,4 39,1+8,6
Quartile [32,8; 46,91 |[29,0; 43,6] |[32,0; 42,1] | [30,0;47,1]
Minimum 25,7 23,6 22,9 26,2
Maximum 49,0 79,5 43,5 52,5
Acylcarnitin
(AC)
(emol/l)
Median 6,7 5,0 8,8 8,3 14,9+7,0
Quartile [3,0; 14,5] [3,3; 9,3] [6,7; 10,7] [6,1; 9,7]
Minimum 1,9 1,4 1,3 3,9
Maximum 16,9 11,5 28,6 10,3
AC/ FC
Median 0,25 0,15 0,24 0,20 0,39+0,17
Quartile [0,09; 0,30] |[0O,06; 0,30] |[O,18;0,30] |[0O,16;0,31]
Minimum 0,05 0,03 0,04 0,08
Maximum 0,40 0,50 1,20 0,40

Serum der vier Patientengruppen.
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Tabelle 12 Serum-Carnitinbestimmung mittels Radioimmunoassay
in den untersuchten Patientenkollektiven

Insgesamt fanden sich in der mittels Radioimmunoassay durchgeflihrten

Analyse keine tiefgreifenden Veranderungen der Carnitinfraktionen im
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Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4 Normwert
n=11 n=11 n =10 n==6
therapienaiv 3 NRTI 2 NRTI+1 NNRTI | 2 NRTI+1 PI
Freies
Carnitin
(umol/I)
Median 31,6 26,2 30,2 26,1 21,4-44,4
Quartile [31,0; 38,1] |[21,6; 36,1] | [26,9; 38,4] |[26,1;26,3]
Minimum 17,6 15,4 22,4 22,8
Maximum 53,3 39,4 51,5 37,1
Acetyl-
Carnitin
(umol/1)
Median 10,54 7,43 10,35 9,43 4,10-20,30
Quartile [9,97;11,73] | [6,81; 8,70] | [8,71;13,18] | [9,27;10,14]
Minimum 8,23 4,35 7,05 7,20
Maximum 16,22 14,14 15,26 14,43
Propionyl-
Carnitin
(umol/1)
Median 0,46 0,35 0,41 0,67 0,00-1,20
Quartile [0,40; 0,53] [0,25; 0,57] | [0,31; 0,76] [0,55; 0,67]
Minimum 0,23 0,21 0,07 0,48
Maximum 0,86 1,12 0,92 0,89
Butyryl-
Carnitin
(umol/1)
Median 0,39 0,27 0,47 0,43 0,00-3,00
Quartile [0,35; 0,41] |[0,19; 0,39] | [0,33; 0,62] |[0,35;0,55]
Minimum 0,20 0,16 0,20 0,15
Maximum 0,57 0,75 0,72 0,67
Hexanoyl-
Carnitin
(umol/I)
Median 0,28 0,25 0,25 0,21 0,00-1,20
Quartile [0,26; 0,30] |[O,21; 0,31] | [0,22; 0,30] |[0,19;0,22]
Minimum 0,11 0,02 0,14 0,14
Maximum 0,38 0,45 0,36 0,22
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Octanoyl-
Carnitin
(emol/l)
Median 0,13 0,13 0,15 0,12 0,00-0,30
Quartile [0,13; 0,26] | [0,08; 0,23] | [0,09; 0,20] |[0,09;0,14]
Minimum 0,12 0,04 0,05 0,08
Maximum 0,37 0,45 0,28 0,33
Decanoyl-
Carnitin
(umol/I)
Median 0,25 0,17 0,24 0,21 0,00-0,50
Quartile [0,15; 0,41] |[0,09; 0,48] | [0,19; 0,26] |[0,12;0,21]
Minimum 0,12 0,06 0,08 0,10
Maximum 0,51 0,66 0,50 0,64
Ci4-
Carnitin
(umol/I)
Median 0,05 0,06 0,07 0,07 0,00-0,20
Quartile [0,04; 0,07] |[0,04; 0,07] | [0,05; 0,08] |[0,03;0,10]
Minimum 0,02 0,02 0,04 0,02
Maximum 0,12 0,09 0,08 0,18
C16-
Carnitin
(emol/l)
Median 0,10 0,11 0,20 0,12 0,00-0,30
Quartile [0,09; 0,13] | [0,06; 0O,15] |[0O,13; 0,22] | [0,09;0,23]
Minimum 0,08 0,04 0,11 0,08
Maximum 0,16 0,16 0,29 0,33

Tabelle 13 Carnitin-Musterbestimmung mittels TMS in den

untersuchten Patientenkollektiven

Zusammenfassend fanden sich bis auf  einzelne marginal

erhdhte/erniedrigte Carnitinwerte ohne Krankheitswert keine Hinweise flr
pathologisch veranderte Carnitinfraktionen sowohl im Radioimmunoassay
im Serum unter den

als auch in der Tandem-Massenspektrometrie

therapienaiven sowie bei den unter HAART stehenden Studienteilnehmern.
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Somit ergab sich kein Hinweis flr einen mitochondrial lokalisierten

Enzymdefekt in den vier Patientengruppen.

3.6 Body-Mass-Index (BMI) und Bioelektrische Impedanzanalyse
(BIA)

Die bioelektrische Impedanzanalyse (BIA) diente in dieser Studie zur
Analyse der Koérperzusammensetzung und damit zur Aufdeckung einer
madglichen Lipodystrophie. Hierbei ist zu berlicksichtigen, dass mit Hilfe
dieser Methode nur das Gesamtkdérperfett, nicht aber dessen anatomische
Verteilung erfasst wird, wie dies mit anderen Methoden, z. B. DEXA,
maoglich ist. Sie hat jedoch den Vorteil einer einfachen und schnellen
Untersuchungsmodalitat ohne magliche schadigende Einfllsse
(Réntgenstrahlung bei der DEXA-Methode) auf den Patienten. Die
Auswertung des BMI und der Parameter der Dbioelektrischen
Impedanzanalyse (TBW, BF, LBM, BCM und ECM) erfolgte innerhalb der
verschiedenen Kollektive nach dem  Geschlecht getrennt, da

unterschiedliche Normwerte fir beide Geschlechter existieren.

3.6.1 Body-Mass-Index (BMI)

Die beiden anthropometrischen Parameter KdrpergréBe und Kérpergewicht
der Patienten wurden geschlechtsspezifisch betrachtet und dienten der
Berechnung des BMI (K&rpergewicht in kg/[KérpergroBe in m]?). Anhand
des BMI ist eine Einteilung der Patienten in die Kategorie normal-, unter-
oder Ubergewichtig méglich, wobei Ubergewicht in ein mé&Biges, ein
deutliches und in ein extremes Ubergewicht eingeteilt wird. Als
Referenzwert wird ein BMI flir Manner von 20-25 sowie fur Frauen ein BMI
zwischen 19 und 24 angesehen. Von Untergewicht wird bei einem BMI von
< 20, von einem maBigen Ubergewicht zwischen 25 und 30, einem

deutlichen Ubergewicht zwischen 30 und 40 und extremen Ubergewicht
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von > 40 gesprochen [6, 21]. Die erhobenen Daten zeigen Tabelle 14 und

15:
Gruppe Niedrigster 1. Quartil Median 3. Quartil Hochster
BMI BMI BMI BMI BMI
1 16,00 20,00 21,00 24,00 31,00
2 19,00 21,50 24,00 26,00 31,00
3 20,00 22,50 24,00 25,75 33,00
4 23,00 23,00 23,50 25,50 27,00

Tabelle 14 BMI der mannlichen Studienteilnehmer in den

untersuchten Patientenkollektiven

Gruppe Niedrigster 1. Quartil Median 3. Quartil Hochster
BMI BMI BMI BMI BMI
1 22,00 22,00 22,00 23,00 24,00
2 21,00 23,25 24,50 27,00 33,00
3 22,00 23,00 24,00 25,00 26,00

Tabelle 15 BMI der weiblichen Studienteilnehmer in den

untersuchten Patientenkollektiven

Die ermittelten Mediane lagen bei den mannlichen Patientengruppen zum

Zeitpunkt der Datenerhebung im Normbereich. Der Median der Gruppe 2

der weiblichen Patientinnen lagen mit 24,50 gerade im Bereich des

ma&Bigen Ubergewichts. Die Mediane lagen damit im Wesentlichen im

Normbereich. Es zeigten sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen

den Gruppen.
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3.6.2 Gesamtkorperwasser (Total Body Water, TBW)

Das Gesamtkdrperwasser ist

Elektrolytwasser.

Es wird

in den

in Litern (I) angegeben.

Geweben
Das TBW der

enthaltene

mannlichen und weiblichen Studienteinehmern ist in den wunten
aufgeflihrten Tabellen 16 und 17 wiedergegeben:
Gruppe Geringstes 1. Quartil Median 3. Quartil Hochstes
TBW TBW TBW TBW TBW
O] Q) Q) O] m
1 38,10 39,05 47,10 52,50 57,20
2 35,50 44,03 48,20 50,20 61,40
3 42,40 44,00 45,20 47,45 68,20
4 40,30 44,30 47,30 47,90 50,90

Tabelle 16 Korperwasser der mannlichen Studienteilnehmer in
den untersuchten Patientenkollektiven

Gruppe Geringstes 1. Quartil Median 3. Quartil Hochstes
TBW TBW TBW TBW TBW
m m ) m m
1 29,20 30,10 31,00 31,90 32,80
2 32,60 32,98 36,15 40,43 44,10
27,90 28,82 31,75 33,68 35,60

Tabelle 17 Korperwasser der weiblichen Studienteilnehmer in den
untersuchten Patientenkollektiven

40-60% das

Koérperkompartiment darstellt, zeigt deutliche Unterschiede zwischen den

Das Gesamtkdérperwasser, welches mit groBte

mannlichen und weiblichen Studienteilnehmern: Der deutlich hdhere
Wassergehalt bei Mannern ist durch das im Mittel héhere Kdrpergewicht
und den niedrigeren Korperfettanteil zu erklaren. Es finden sich keine
wesentlichen Unterschiede der Mediane innerhalb der mannlichen und
weiblichen Patientengruppen.
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3.6.3 Korperfett (Body Fat, BF)

Das Koérperfett wird in Kilogramm (kg) angegeben und stellt den Anteil am
Gesamtkdrpergewicht dar: 10-15% beim normalgewichtigen Mann und
20-25% bei der normalgewichtigen Frau. Die Ergebnisse sind in Tabelle
18 und 19 dargestelit.

Gruppe Kleinstes 1. Quartil Median 3. Quartil GroBtes
BF BF BF BF BF
(kg) (kg) (kg) (kg) (kg)

1 2,10 6,65 8,10 12,25 31,90

2 6,40 10,67 11,80 22,75 69,40

3 3,20 9,90 19,90 42,40 65,90

4 2,90 5,00 9,65 10,70 15,50

Tabelle 18 Fettmasse der mannlichen Studienteilnehmer in den
untersuchten Patientenkollektiven

Gruppe Kleinstes 1. Quartil Median 3. Quartil GroBtes
BF BF BF BF BF
(kg) (kg) (kg) (kg) (kg)
1 8,20 12,65 17,10 18,85 20,60
2 14,80 19,07 20,50 22,82 29,80
15,90 18,00 20,10 22,20 24,30

Tabelle 19 Fettmasse der weiblichen Studienteilnehmer in den
untersuchten Patientenkollektiven

Bei Frauen findet sich ein groBerer Fettgewebsanteil als bei Mannern. Dies

spiegelt sich auch in den Ergebnissen wider. Insgesamt lassen sich keine

wesentlichen Unterschiede

weiblichen Gruppen feststellen.
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3.6.4 Magermasse (Lean Body Mass, LBM)

Die Magermasse (kg) ist die Summe aus BCM und ECM [4]. Die Analyse
erfolgte gruppen- und geschlechtsspezifisch und ist in Tabelle 20 und 21

wiedergegeben.

Gruppe Kleinste 1. Quartil Median 3. Quartil GroBte
LBM LBM LBM LBM LBM
(kg) (kg) (kg) (kg) (kg)

1 52,00 53,30 64,30 71,70 78,10

2 20,60 50,88 61,95 65,97 83,90

3 9,10 34,25 58,80 62,75 93,10

4 55,10 60,52 64,60 65,38 69,50

Tabelle 20 Magermasse der mannlichen Studienteilnehmer in den

untersuchten Patientenkollektiven

Gruppe Kleinste 1. Quartil Median 3. Quartil GroBte
LBM LBM LBM LBM LBM
(kg) (kg) (kg) (kg) (kg)

1 39,90 41,15 42,40 43,60 44,80

2 44,50 45,03 49,35 55,17 60,20

3 38,10 40,75 43,40 46,05 48,70

Tabelle 21 Magermasse der weiblichen Studienteilnehmer in den
untersuchten Patientenkollektiven

Die Mediane der Magermassen liegen bei den mannlichen Probanden
durchweg héher als bei den weiblichen Studienteilnehmern, welches v. a.
aufgrund der hdéheren Korperzellmasse (Muskulatur) zu erklaren ist. Es
fanden sich keine wesentlichen Unterschiede innerhalb der mannlichen

und innerhalb der weiblichen Patientengruppen.
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3.6.5 Korperzellmasse (Body Cell Mass, BCM)

Die Korperzellmasse (kg) ist die Summe der sauerstoffverbrauchenden,
glucoseoxidierenden Zellen (z.B. Muskelzellen, Zellen der inneren Organe,
des Nervensystems und des Blutes) und damit eine Teilkomponente der
Magermasse. Normalwerte lassen sich Uber den Anteil der Zellmasse in
der Magermasse definieren: Manner sollten zwischen 53 und 60% und

Frauen zwischen 51 und 58% BCM in der Magermasse haben [4]. Die

Ergebnisse sind geschlechtsspezifisch in Tabelle 22 und
zusammengefasst.
Gruppe Kleinste 1. Quartil Median 3. Quartil Grofte
BCM BCM BCM BCM BCM
(kg) (kg) (kg) (kg) (kg)
1 26,10 29,55 33,40 40,00 45,90
2 25,60 33,43 36,15 38,12 47,70
3 33,30 34,20 34,60 35,45 52,90
4 32,40 33,80 34,60 36,98 39,80

Tabelle 22 Korperzellmasse der mannlichen Studienteilnehmer in

den untersuchten Patientenkollektiven

Gruppe Kleinste 1. Quartil Median 3. Quartil Grofte
BCM BCM BCM BCM BCM
(kg) (kg) (kg) (kg) (kg)

1 23,00 23,45 23,90 24,75 25,60

2 23,50 25,98 27,30 29,28 33,70

3 21,00 21,90 22,80 23,70 24,60

Tabelle 23 Korperzellmasse der weiblichen Studienteilnehmer in
den untersuchten Patientenkollektiven

Entsprechend des geringeren Anteils an Muskulatur an der BCM findet

bei

Kdrperzellmassen im Vergleich zu mannlichen Probanden. Innerhalb der
67
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mannlichen und weiblichen Patientengruppen lagen die Mediane im
Wesentlichen im Normbereich. Es lassen sich keine Unterschiede unter

den mannlichen und unter den weiblichen Patientengruppen ausmachen.

3.6.6 Extrazellulares Volumen (Extracellular Mass, ECM)

ist der Teil der

befindet. Die

geschlechtsspezifische Gruppenanalyse zeigt Tabelle 24 und 25:

Das extrazellulare Volumen (in Kilogramm, Kkg)

Magermasse, der sich auBerhalb der Zellen

Gruppe Kleinste 1. Quartil Median 3. Quartil Grofte
ECM ECM ECM ECM ECM
(kg) (kg) (kg) (kg) (kg)
1 22,70 24,55 27,80 32,85 34,60
2 -18,00 23,50 27,50 29,85 36,20
3 -25,20 -0,15 24,20 28,00 40,20
4 21,50 25,50 28,35 29,62 33,10
Tabelle 24 Bestimmung des extrazellularen Volumens der
mannlichen Studienteilnehmer in den untersuchten
Patientenkollektiven
Gruppe Kleinste 1. Quartil Median 3. Quartil GroBte
ECM ECM ECM ECM ECM
(kg) (kg) (kg) (kg) (kg)
1 16,80 16,85 16,90 18,90 20,90
2 17,70 20,70 23,70 25,90 26,50
3 17,10 18,85 20,60 22,35 24,10
Tabelle 25 Bestimmung des extrazellularen Volumens der

weiblichen Studienteilnehmer in den untersuchten

Patientenkollektiven
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Es fanden sich Unterschiede zwischen den Geschlechtern, jedoch keine

wesentlichen Unterschiede zwischen den Gruppen.

3.6.7 Phasenwinkel (PA)

Der Phasenwinkel ist ein direkter Messparameter und stellt ein generelles
MaB flr die Membranintegritat der Zellen des Organismus dar. Mit ihm
lassen sich deshalb Aussagen Uber den Zustand der Zellen und damit tber
den Gesundheitszustand des Organismus machen. Der Normwert liegt flr
beide Geschlechter zwischen 5,0-9,0°. Ein Absinken des Phasenwinkels
unter 4° wird als ein prognostisch unglnstiges Zeichen bei HIV-Infektion
gewertet. Die Ergebnisse der mannlichen und weiblichen

Studienteilnehmer sind gruppenspezifisch in Tabelle 26 und 27

zusammengefasst:

Gruppe Kleinster 1. Quartil Median 3. Quartil GroBter
Phasen- Phasen- Phasen- Phasen- Phasen-
winkel winkel winkel winkel winkel

1 5,300 6,350 6,900 7,225 7,700
2 6,200 6,575 6,800 6,875 7,100
3 5,700 6,750 7,100 7,500 7,600
4 5,500 6,675 7,300 7,400 8,200

Tabelle 26 Phasenwinkel der mannlichen Studienteilnehmer in
den untersuchten Patientenkollektiven
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Gruppe Kleinster 1. Quartil Median 3. Quartil GroBter
Phasen- Phasen- Phasen- Phasen- Phasen-
winkel winkel winkel winkel winkel

1 6,300 6,800 7,300 7,650 8,000
2 6,000 6,675 7,450 8,000 8,000
3 5,700 5,950 6,200 6,450 6,700

Tabelle 27 Phasenwinkels der weiblichen Studienteilnehmer in
den untersuchten Patientenkollektiven

Insgesamt lagen alle Studienteilnehmer im Normbereich. Damit ergibt sich

kein Hinweis fur eine Zellschadigung.

3.6.8 Zellanteil

Der Zellanteil wird in % angegeben und gibt den prozentualen Anteil der

Zellmasse der BCM

gruppenspezifischen Ergebnisse zeigen die Tabellen 28 und 29:

in der Magermasse an.

Die geschlechts- und

Gruppe Kleinster 1. Quartil Median 3. Quartil GroBter
Zellanteil Zellanteil Zellanteil Zellanteil Zellanteil
(%) (%) (%) (%) (%)
1 48,40 52,35 56,00 57,85 59,30
2 52,90 54,60 55,80 56,70 187,40
3 55,20 56,20 58,80 199,40 365,90
4 49,50 54,98 57,65 58,00 61,00

Tabelle 28 Zellanteile der mannlichen Studienteilnehmer in den
untersuchten Patientenkollektiven
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Gruppe Kleinster 1. Quartil Median 3. Quartil GroBter
Zellanteil Zellanteil Zellanteil Zellanteil Zellanteil
(%) (%) (%) (%) (%)
1 53,30 55,45 57,60 59,00 60,40
2 52,00 52,00 54,00 57,05 60,20
3 50,50 51,65 52,80 53,95 55,10
Tabelle 29 Zellanteile der weiblichen Studienteilnehmer in den

untersuchten Patientenkollektiven

Die Mediane aller Patientengruppen lagen im Normbereich.
Zusammenfassend betrachtet ergab die bioelektrische Impedanzanalyse
keinen Hinweis fur das Vorliegen einer ausgepragten Lipodystrophie in den

untersuchten Patientengruppen.

3.7 Erschopflichkeits-Fragebogen (Fatigue-Fragebogen)

Die Erschopflichkeit (Fatigue) ist ein Kardinalsymptom mitochondrialer
Stérungen und somit eine typische klinische Manifestation bei der ART-
assoziierten symptomatischen Hyperlaktatamie oder Laktatazidose. Bei
dem in der Studie verwendeten Fatigue-Fragebogen von Herrn Prof. Dr.
W. A. Nix und Herrn Dr. J. Hardt vom Institut flir Psychosomatische
Medizin und Psychotherapie der Universitdt Mainz wurde zunachst
Cronbachs Alpha bestimmt, um die interne Konsistenz zu Uberprifen, da
dieser Fragebogen flr Deutschland noch nicht validiert war. Cronbachs
Alpha, das MalB flir die interne Konsistenz, liegt bei 95,5%. Wenn
Cronbachs Alpha wie in diesem Fall einen relativ hohen Wert erreicht, ist
dies ein sicheres Zeichen, dass dasselbe unterliegende Konstrukt
gemessen wird, also eine hohe interne Konsistenz vorliegt. Erst bei einer
hohen internen Konsistenz wie in diesem Fall dlirfen die Ergebnisse dieses
Fragebogens interpretiert werden. Mit Hilfe des Fragebogens wurde

Uberprift, ob sich in den verschiedenen Gruppen Unterschiede hinsichtlich
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der Fatiguerate ergeben. Tabelle 30 gibt die erhobenen Patientendaten

wieder:
Gruppe 1 | Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
n=11 n=11 n=10 n==6
(therapienaiv) (3 NRTI) (2 NRTI+1 NNRTI) | (2 NRTI+1 PI)
Anzahl der
Patienten
erschopft (absolut) 3 3 3 2
(%) 27,3 27,3 30,0 33,3
nicht erschopft (absolut) 8 8 7 4
(%) 72,7 72,7 70,0 66,7

Tabelle 30 Erschopflichkeits-Fragebogen (Fatigue-Fragebogen)

Die Auswertung der Fragebdgen ergab, dass insgesamt nur elf der an der
Studie teilgenommenen Patienten (29%) sich in ihrem taglichen Leben
erschopft fuhlten. Prozentual ergaben sich keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den verschiedenen Patientengruppen hinsichtlich

der Fatiguerate.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, im Rahmen einer Pilotstudie
Veranderungen im Stoffwechsel HIV-infizierter Patienten zu detektieren,
die auf eine madgliche Pradisposition flr klinisch relevante Laktatazidosen
als Nebenwirkung einer antiretroviralen Therapie hinweisen. Dazu wurde
bei HIV-Patienten mit unterschiedlichen antiretroviralen Therapieregimen
ein oraler Glukosetoleranztest (oGTT) mit Bestimmung der Glukose- und
Laktatverlaufe durchgefiihrt, um latente Stérungen der Atmungskette
aufzudecken [60]. Zur Detektion von ART-induzierten Enzymdefekten der
mitochondrialen Atmungskette wurden zusatzlich das Serumcarnitin
quantitativ mittels Radioimmunoassay [48] und das Carnitin-Muster
mittels Tandem-Massenspektrometrie Uberprift [22, 27] sowie der Gehalt
an mitochondrialer DNA in peripheren Blut-Lymphozyten bestimmt.
Erganzend wurden weitere zentrale Laborparameter des Kohlenhydrat-
und Fettstoffwechsels erfasst, um einen umfassenden Uberblick tber die
Stoffwechselsituation der in die Studie eingeschlossenen Patienten zu

erhalten.

Die bioelektrische Impedanzanalyse (BIA) diente der Evaluierung der
Kdrperzusammensetzung und damit der Aufdeckung einer mdglichen
Lipodystrophie. Die subjektive Bewertung der Patienten zur eigenen
Erschopflichkeit wurde mittels eines standardisierten Fatigue-Fragebogens

erhoben.
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Die Blutglukosespiegel nach oraler Glukosebelastung zeigten bis auf
wenige Ausnahmen bei allen untersuchten HIV-Patienten einen normalen
Verlauf. Es fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede

zwischen den vier Patientengruppen zu den verschiedenen Messpunkten.

Korrespondierend zu dem Glukoseanstieg fand sich eine Stunde nach
oraler Glukosebelastung ein Anstieg des Serumlaktats, welches in der 2.
und 3. Stunde wieder abfiel. Statistisch lieBen sich keine signifikanten
Unterschiede der Serumlaktatspiegel nach Glukosebelastung zwischen den

vier Patientengruppen feststellen.

Allerdings zeigten drei Patienten aus der Patientengruppe 3, welche mit
einem Therapieregime, bestehend aus zwei NRTIs und einem NNRTI
behandelt wurden (Gruppe 3) bereits nlichtern sowie auch nach
Glukosebelastung deutlich erhohte Laktatwerte. Die drei Patienten
erhielten D4T (Stavudin, Zerit®) als eines der beiden Nukleosidanaloga
des ,NRTI-Backbone®. Klinisch entwickelten die drei Patienten im weiteren
Verlauf auBerhalb des Studienzeitraumes eine symptomatische Hepatitis
mit Transaminasenerh6hung und Symptomen eines
Atmungskettendefektes (Abgeschlagenheit, uncharakterisische Abdominal-
beschwerden und pathologische Glukosetoleranz). Die Leberbiopsien
ergaben bei allen drei Probanden eine Steatosis hepatis auf dem Boden
einer medikamentos toxischen Schadigung. Eine zusatzliche DNA-Analyse
der gewonnenen Leberzellproben mittels rtPCR konnte bei einem der drei
Patienten eine mitochondriale DNA-Depletion in den Hepatozyten
nachweisen. Auch Walker [65, 66, 68] konnte eine Assoziation von
hepatischen Steatosen unter NRTI-Einnahme mit mitochondrialer Toxizitat
zeigen. In In-vitro-Versuchen [44] konnte weiterhin demonstriert werden,
dass Stavudin (D4T) durch Depletion der mitochondrialen DNA eine
mitochondriale Toxizitat vermittelt. Nach Absetzen von D4T kam es bei
allen drei Patienten zu einer Normalisierung der Laktat-, Transaminasen-

und Cholestaseparameter. Dieses deutet auf einen Zusammenhang von
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Hepatotoxizitéat und mitochondrialer Dysfunktion mit der Einnahme von

Stavudin hin.

Um zu prifen, ob es unter antiretroviraler Therapie zu einer Depletion von
mitochondrialer DNA in peripheren Blutzellen kommt, wurde der
mitochondriale DNA-Gehalt in peripheren Blut-Lymphozyten in allen
Patientengruppen untersucht. Mit der zum Zeitpunkt der Studie
verfligbaren Methode der Wahl (Southernblot) ergab  sich
erwartungsgemaf in Gruppe 1 (therapienaiv) kein Hinweis flr das
Vorliegen einer mtDNA-Depletion in zirkulierenden Lymphozyten. In den
unter antiretroviraler Therapie stehenden Patientengruppen 2 und 3 wurde
hingegen bei zwei (Gruppe 2) bzw. drei (Gruppe 3) Patienten der Verdacht
auf eine mitochondriale DNA-Depletion gestellt. Die asservierten
Blutproben aller vier Patientengruppen wurden zusatzlich mit Hilfe eines
spater etablierten sensitiveren Testverfahrens, der real-time PCR (rtPCR),
auf das Vorliegen einer mtDNA-Depletion untersucht. Mit dieser Methode
lieBen sich die Verdachtsfalle einer mtDNA-Depletion nach der
Southernblot-Untersuchung nicht bestdtigen. Die rtPCR erbrachte bei
keinem der an der Studie teilnehmenden Patienten den Nachweis einer
mtDNA-Depletion in peripheren Blut-Lymphozyten. Dennoch zeigte sich
bei den bereits oben beschriebenen drei Patienten der Gruppe 3 im
weiteren klinischen Verlauf eine symptomatische Hepatitis mit
Hyperlaktatamie. Diese basierte auf einer mitochondrialen Schadigung der
betreffenden Organzellen (Hepatozyten) durch mitochondriale DNA-
Depletion, welche bei einem Patienten mittels der rtPCR in der
Leberbiopsie nachgewiesen werden konnte. Bei begriindetem Verdacht ist
daher eine organspezifische DNA-Analyse mittels rtPCR, Dbei
Hepatotoxizitat aus Hepatozyten, zur atiologischen Abklarung sinnvoll. Zu
diesem Schluss kommt auch Walker [71]. Er halt die Bestimmung der
mMtDNA aus dem betreffenden Gewebe mittels Biopsie flir einen sensitiven
Parameter, weist jedoch auf die Invasivitat der Methode sowie die

fehlende klinische Evaluierung in Studien hin.
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Mittlerweile sind folgende Pathomechanismen der mitochondrialen

Toxizitat bekannt, welche sich mit unseren Ergebnissen decken [69]:

1.

Es besteht eine Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen der NRTI-
Konzentration und dem AusmaB der mtDNA-Depletion. Die
empfohlenen  Dosierungen einiger Nukleosidanaloga liegen
hinsichtlich ,mitochondrialer® Nebenwirkungen an der oberen
Grenze der Vertraglichkeit.

Die mtDNA-Depletion entwickelt sich meist erst mit prolongierter
NRTI-Exposition. Bei lang andauernder Exposition kdénnen auch
niedrige NRTI-Spiegel diese Nebenwirkungen induzieren.

Die in der ART eingesetzten Nukleosid- und Nukleotidanaloga
interagieren  unterschiedlich stark mit der mitochondrialen
Polymerase y. Flr die aktiven Metabolite der NRTI besteht die
folgende Hierarchie der Hemmkapazitat flr die mitochondriale
Polymerase y: ddC (HIVID®) > DDI (Videx®) > D4T (Zerit®) > 3TC
(Epivir®) > ABC (Ziagen®) > TDF (Viread®) > FTC (Emtriva®) [69].

Der NRTI AZT ist ein Sonderfall. AZT-Triphosphat ist nur ein sehr
schwacher Inhibitor der Polymerase vy. Fur die unter AZT
beobachtete mtDNA-Depletion wird deshalb ein von der y-
Polymerasehemmung unabhangiger Mechanismus diskutiert. AZT ist
ein Hemmer der intrazellular lokalisierten Thymidinkinasen und kann
dadurch die Synthese von DNA-Bausteinen inhibieren und eine
mtDNA-Depletion induzieren [49, 56]. AZT scheint in einigen
Korperzellen dariber hinaus zu D4T verstoffwechselt zu werden [3,
71.

Die mitochondriale Toxizitat der NRTI ist gewebespezifisch, da die
intrazelluldre und intramitochondriale Aufnahme sowie die
Aktivierung der NRTIs durch Phosphorylierung von Zelltyp zu Zelltyp
sehr unterschiedlich ablaufen kénnen.

Mehrere NRTIs kénnen sich in ihrer Toxizitat gegenseitig verstarken.
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7. Zusatzlich wird unabhangig von mtDNA-Depletionen eine
Beeintrachtigung der mitochondrialen Transkription unter ART
diskutiert [47].

Zur Beurteilung des Kohlenhydratstoffwechsels wurden neben Glukose
und Laktat Insulin, C-Peptid und HbA1l. bestimmt. Das C-Peptid
(connecting-peptide) wird aus dem Vorlaufermolekll Proinsulin wahrend
der Biosynthese des Insulins abgespalten und in das Serum abgegeben.
Es korreliert mit der Sekretionsleistung der Inselzellen des Pankreas. Der
Anteil von Hamoglobin Al. korreliert mit der Blutzuckerstoffwechsellage
der letzten 90 Tage und ist damit ein wesentlich stabilerer Parameter zur
Langzeiterfassung des Blutglukosespiegels als die einzelne

Blutglukosebestimmung.

Die Mediane der basalen Insulinplasmaspiegel der verschiedenen
Patientengruppen lagen allesamt im Normbereich. Bei einem Patienten
aus der therapienaiven Patientengruppe mit einem leicht erhdhten
Nichternglukosewert fand sich eine erhdhte Insulinkonzentration vor
oraler Glukosebelastung, so dass hier eine pathologische Glukosetoleranz
vorlag oder aber der Patient vor der ersten Blutentnahme, entgegen dem
Studienprotokoll, nicht zwdlf Stunden nichtern war. Bei zwei Patienten
der Gruppe 3 mit einem bekannten Diabetes mellitus Typ II fanden sich
erwartungsgemall erhbhte basale Insulinwerte. Diese erhdhten
Nlchternwerte entsprechen einer Hyperinsulindmie bei peripherer
Insulinresistenz bei Diabetes mellitus Typ II [63].

Analog zu den Medianen der basalen Plasmainsulinspiegel lagen die
Mediane der C-Peptid-Konzentrationen flr alle Patientengruppen ebenfalls
im Normbereich. Es fanden sich jedoch bei den drei bereits oben
erwahnten Patienten aus Gruppe 1 und 3 bis zu dreifach erhdéhte basale C-
Peptid-Konzentrationen von bis zu 9,8 ng/ml (Normwert 1-3 ng/ml

nuchtern) analog zu den basal erhéhten Insulinwerten.
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Hamoglobin Al. (HbA1.) gibt Auskunft tber die Blutzuckerstoffwechsellage
wahrend der letzten 120 Tage: Zucker wird im Blutstrom an Erythrozyten
gebunden (Glykolierung) und bleibt dort fir die gesamte Lebenszeit des
Erythrozyten gebunden. Insgesamt lagen die Mediane der HbAl.-Werte
aller Patientengruppen im Normbereich. In der therapienaiven Gruppe 1
und in Gruppe 4 fanden sich jeweils zwei Patienten mit marginal erhéhtem
HbA1l. bei ansonsten unauffalligen Glukoseverlaufen. In Gruppe 3 lag das
hochste HbA1l. bei 7,2% bei einem Patienten mit bekanntem Diabetes
mellitus Typ II, welches eine schlechte Blutzuckerstoffwechsellage in den

letzten acht-zwdlf Wochen dokumentiert [58].

Unter dem sogenannten Lipodystrophie-Syndrom wird bei HIV-Patienten
ein Symptomenkomplex aus Fettumverteilungsstérungen und meta-
bolischen Veranderungen verstanden [10], der vor allem unter Therapie
mit Proteasehemmern (PI) und Nukleosidanaloga (NRTI) auftritt. Hierbei
kommt es insbesondere unter Therapie mit Proteasehemmern zu
ausgepragteren Fettstoffwechselveranderungen. Allerdings haben die sog.
Thymidinanaloga wie Stavudin und Didanosin ebenfalls einen unglnstigen
Effekt auf den Fettstoffwechsel. Zu den metabolischen Veranderungen
gehdéren neben Glucosetoleranzstérungen bis hin zum Diabetes mellitus
Typ II Hypertriglyzeridamie, Hypercholesterinamie, erhdhtes Low Density
Lipoprotein (LDL) und erniedrigtes High Density Lipoprotein (HDL).

In der therapienaiven Gruppe fanden sich keine tiefgreifenden
Fettstoffwechselstérungen. In der mit Proteaseinhibitoren behandelten
Patientengruppe (Gruppe 4) hingegen lagen die Mediane der untersuchten
Fettstoffwechselparameter (Cholesterin, Triglyzeride und LDL) Uber denen
der ubrigen Patientengruppen, wahrend der Median flir HDL in dieser
Gruppe am niedrigsten war. Somit fanden sich, Ubereinstimmend mit
anderen Studien [61, 62], Tendenzen zu Fettstoffwechselstérungen am
haufigsten in der Patientengruppe 4, deren ART-Regime einen

Proteasehemmer enthielt.
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Zum Ausschluss einer chronischen Pankreatitis (z.B. ART-induziert) mit
hieraus resultierenden Stdérungen der endokrinen oder exokrinen
Pankreasfunktion als Ursache flir metabolische Veranderungen (Stérungen
in der Glucoseutilisation bzw. der Lipidverstoffwechselung) wurden neben
Insulin bei allen Patienten zusatzlich Amylase und Lipase aus dem Serum
bestimmt. Hierbei ist zu beachten, dass durch eine HIV-bedingte
Entziindung der Speicheldriisen bei ca. 10% der Patienten erhdhte
Amylaseserumspiegel vorliegen kénnen [1]. In der Tat lag der Median der
Amylasewerte in der therapienaiven Gruppe (73 U/l) am hoéchsten. Auch
die Medianwerte der unter ART stehenden Patientenkollektive waren mit
54,5-62,5 U/l gegenltiber dem Normwert (< 53 U/I) noch leicht erhéht.

Die Schilddrise beeinflusst die Stoffwechselaktivitat vieler Gewebearten.
Zum Ausschluss einer Schilddrisenstoffwechselstérung mit ent-
sprechenden Auswirkungen auf den Intermediarstoffwechsel wurden bei
allen an der Studie teilnehmenden Patienten TSH (Thyroidea
stimulierendes Hormon), T3 (Trijodthyronin) sowie T4 (Thyroxin) im
peripheren Blut bestimmt. Bis auf zwei Patienten mit einer latenten
Hyperthyreose in Gruppe 1 und 3 zeigten alle Ubrigen Patienten normale
Schilddriusenfunktionsparameter. Die weitere selektive Betrachtung der
Ubrigen untersuchten Stoffwechselparameter dieser zwei Patienten ergab
keine weiteren Auffalligkeiten, so dass eine pathologische Beeinflussung
anderer Stoffwechselkreislaufe durch eine latente Hyperthyreose

ausgeschlossen werden konnte.

Angeborene Stérungen des Fettsaurestoffwechsels werden typischerweise
durch mitochondrial lokalisierte Enzymdefekte verursacht. Die Diagnostik
dieser speziellen Stoffwechselstérungen erfolgt mittels quantitativer
Bestimmung der Metabolite im Patientenserum durch Radioimmunoassay
[48] und Tandem-Massenspektrometrie [22, 27]. In dieser Studie wurden
mit dem Radioimmunoassay Gesamt-Carnitin, freies Carnitin und

Acylcarnitin sowie mit der Tandem-Massenspektrometrie das gesamte
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Carnitin-Muster mit freiem Carnitin, Acetyl-Carnitin, Propionyl-Carnitin,
Butyryl-Carnitin, Hexanoyl-Carnitin, Octanoyl-Carnitin, Decanoyl-Carnitin,
Cl4-Carnitin und C16-Carnitin bestimmt. Korrespondierend zu den
negativen Ergebnissen der mitochondrialen DNA-Analyse mittels rtPCR,
mit welcher bei keinem der an der Studie teilnehmenden Patienten eine
mtDNA-Depletion in peripheren Blutlymphozyten festgestellt werden
konnte, fanden sich sowohl bei den therapienaiven als auch bei den unter
ART stehenden Studienteilnehmern keine Hinweise fur pathologisch
veranderte Carnitinfraktionen im Radioimmunoassay und in der Tandem-

Massenspektrometrie.

Die Analyse der Kérperzusammensetzung zur Aufdeckung einer moglichen
Lipodystrophie erfolgte mittels bioelektrischer Impedanzanalyse (BIA) in
jeder Gruppe nach dem Geschlecht getrennt. Insgesamt lagen die
Mediane der BMIs (Body-Mass-Index) aller Patientengruppen im
Normbereich. Auch bei den Medianen des Gesamtkdrperwassers fanden
sich keine Normabweichungen. Bei Mannern ist der deutlich hdhere
Wassergehalt durch das im Mittel hdéhere Korpergewicht und den
niedrigeren Korperfettanteil zu erklaren, was sich auch bei den in dieser
Studie beteiligten mannlichen und weiblichen Patienten widerspiegelte. Bei
der Beurteilung des Korperfettes fielen hdhere Mediane in den weiblichen
Patientenkollektiven auf, wobei dieses durch einen physiologisch héheren
Anteil von Fettgewebe (20-25%) an der Gesamtkdrpermasse bedingt
wird. Die Mediane der Magermasse, die sich aus BCM und ECM
zusammensetzen, fielen entsprechend hdéher bei den mannlichen als den
weiblichen Patientenkollektiven aus. Insgesamt ergab sich aus der
bioelektrischen Impedanzanalyse kein Hinweis flir das Vorliegen einer
gruppenspezifisch  ausgepragten Lipodystrophie im  untersuchten

Patientengut.
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Ein Kardinalsymptom mitochondrialer Stérungen ist die Erschoépflichkeit
(Fatigue; CFS, chronic fatigue syndrome) [52]. Diese wurde als mégliche
klinische  Manifestation einer @ ART-assoziierten  symptomatischen
Hyperlaktatamie oder Laktatazidose mit Hilfe eines Fatigue-Fragebogens
erfasst. Bei dem in der Studie verwendeten Fatigue-Fragebogen wurde
zunachst ,,Cronbachs Alpha™ als MaB fir die interne Konsistenz Uberpruft.
Der hierbei fur Cronbachs Alpha ermittelte Wert von 95,5% dokumentiert
eine hohe interne Konsistenz, so dass dieser Fragebogen die statistische
Interpretation der Ergebnisse zulasst. Da sich jedoch lediglich elf der an
der Studie teilnehmenden Patienten (29%) in ihrem taglichen Leben
erschopft fuhlten, ergaben sich durch eine Subklassifikation dieser
Patienten in die vier verschiedenen Therapiegruppen sehr kleine Fallzahlen
mit prozentual @hnlichen Werten (circa 30% der Patienten pro Gruppe
fihlten sich erschopft). Aufgrund dieser kleinen Fallzahlen lieB sich keine
sichere Aussage Uber einen Zusammenhang zwischen Erschdpflichkeit und

antiretroviraler Therapie oder mit spezifischen ART-Regimen machen.

Zusammenfassend fanden sich bei dem Vergleich der drei unter ART
stehenden Therapiegruppen (Gruppen 2-4) hinsichtlich der Verldufe der
Laktatkonzentrationen untereinander keine statistisch signifikanten
Unterschiede. Allerdings muss dabei berlcksichtigt werden, dass die drei
Patientengruppen nur eine geringe Anzahl an Patienten aufwiesen und
hinsichtlich der Therapiedauer nicht strukturgleich waren. In einer
fortfihrenden Multicenter-Studie mit entsprechend groBer Patientenzahl
mussten bei homogener Gruppengestaltung in Bezug auf Therapiedauer
die unterschiedlichen Nukleosidanaloga gegeneinander untersucht werden,
um hier einen madglichen Einfluss unterschiedlicher NRTIs auf den

Laktatverlauf unter oraler Glucosebelastung zu erfassen.

Auch mtDNA-Analysen aus peripheren Blutlymphozyten mittels rtPCR
korrelieren nach den von uns erhobenen Daten nicht mit dem Nachweis

einer mitochondrialen Organschadigung. Vielmehr zeigte sich, dass es bei
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HIV-infizierten Patienten mit symptomatischer Hyperlaktatamie zu
schweren Organschaden kam, beruhend auf einer mitochondrialen
Schadigung der betreffenden Organzellen (v. a. Hepatozyten) durch
mtDNA-Depletion. Bei begrindetem Verdacht st daher eine

organspezifische DNA-Analyse zur atiologischen Abklarung notwendig.
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5. Zusammenfassung

Die symptomatische Hyperlaktatdémie oder Laktatazidose ist eine seltene
lebensbedrohliche Nebenwirkung, die unter Einnahme von
Nukleosidanaloga, insbesondere Thymidinanaloga, im Rahmen der
antiretroviralen Therapie (ART) bei HIV-Infektion auftreten kann. Circa
15-35% der mit Nukleosidanaloga behandelten Patienten zeigen zudem
regelmaBig einen leicht erhdhten Serum-Laktatspiegel, ohne dabei
klinische Symptome einer Hyperlaktatémie zu entwickeln. Der daflr
zumindest teilweise verantwortliche Mechanismus ist die Hemmung der
mitochondrialen Polymerase y durch Thymidinanaloga mit konsekutiver
Depletion der mitochondrialen DNA (mtDNA). Ein pradiktiver klinischer
oder laborchemischer Marker flr die Entwicklung einer Laktatazidose

unter ART existiert bislang nicht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, im Rahmen einer Pilotstudie
Veranderungen im Stoffwechsel HIV-infizierter Patienten zu analysieren,
die mit einer Pradisposition fir klinisch relevante Laktatazidosen unter
ART-Therapie assoziiert sind. Dazu wurden bei Patienten einer HIV-
Kohorte ohne Therapie und unter verschiedenen antiretroviralen
Therapieformen (Dreifachkombination von drei Nukleosidanaloga,
Kombination von zwei Nukleosianaloga plus Nicht-Nukleosidaler Reverse-
Transkriptase-Inhibitor, Kombination von zwei Nukleosidanaloga plus
Proteaseinhibitor,) zentrale Parameter des Kohlenhydrat- und
Fettstoffwechsels bestimmt und ein oraler Glukosetoleranztest mit
Bestimmung der Glukose- und Laktatverlaufe durchgefihrt, um Ilatente

Stoérungen der Atmungskette aufzudecken. Der Vergleich der
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unbehandelten und der drei unter ART stehenden Patientengruppen ergab
hinsichtlich der Verlaufe der Laktatkonzentrationen nach oraler
Glukosebelastung, bei allerdings kleinen Patientenzahlen, keine statistisch
signifikanten Unterschiede. Zusatzlich wurde zur Erfassung von ART-
induzierten Enzymdefekten der mitochondrialen Atmungskette das
Serumcarnitin quantitativ mittels Radioimmunoassay und das Carnitin-
Muster mittels Tandemmassenspektrometrie Uberprift sowie der Gehalt
an mitochondrialer DNA in peripheren Blutlymphozyten mittels real-time
PCR analysiert. Bei keinem der therapienaiven aber auch bei keinem der
unter ART stehenden Patienten lieBen sich pathologisch veranderte
Carnitinfraktionen im Radioimmunoassay und in der Tandem-
Massenspektrometrie oder eine mtDNA-Depletion in peripheren

Blutlymphozyten nachweisen.

Drei Patienten zeigten im oralen Glukosebelastungstest bereits nlichtern
einen erhohten Laktatspiegel. Unter oraler Glucosebelastung kam es zu
einem weiteren pathologischen Anstieg der Laktatwerte mit zum Teil
verzdgerter Laktatclearence als Hinweis auf einen gestdrten
Laktatstoffwechsel. Im weiteren Verlauf auBerhalb des Studienzeitraumes
entwickelten diese Patienten erhdhte Transaminasespiegel im Blut sowie
sonographische Zeichen einer Steatosis hepatis. Die daraufhin
durchgeflihrten histologischen Untersuchungen von Leberbiopsien zeigten
bei allen drei Patienten das histologische Bild einer medikamentds-
toxischen Steatosis hepatis. Die parallel am Biopsiematerial durchgefiihrte
real-time PCR aus Hepatozyten zeigte bei einem der drei Patienten eine
signifikante mtDNA-Depletion um 70%. Allen drei Patienten war eine
Medikation mit D4T (Stavudin, Zerit®) gemeinsam. Nach Absetzen von
D4T kam es bei allen drei Patienten zu einer Normalisierung der Leber-

und Laktatwerte.

Insgesamt lieBen sich in dieser Pilotstudie mit kleinen Patientenzahlen

durch die zusatzlich zum Nlchternlaktat im Plasma durchgeflhrte
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Bestimmung der Laktatverlaufe nach oraler Belastung keine zusatzlichen
pathologischen Veranderungen bei HIV-Patienten unter antiretroviraler
Therapie detektieren. Durch Bestimmung der Carnitinfraktionen im Serum
und die Analytik der mtDNA in peripheren Blutlymphozyten lieBen sich
ebenfalls keine Atmungskettendefekte unter ART erfassen. Demgegeniber
ergab die mtDNA-Analyse mittels real-time PCR in der Leberbiopsie bei
einem Patienten mit symptomatischer Laktatazidose trotz normaler
mtDNA in peripheren Blutlymphozyten eine drastische mtDNA-Depletion in
Hepatozyten unter Therapie mit Stavudin. Bei Organtoxizitaten unter
Nukleosidtherapie sollte dshalb eine organspezifische mtDNA-Analyse
mittels real-time PCR, bei Hepatotoxizitdit aus Hepatozyten, zur

atiologischen Abklarung in Erwagung gezogen werden.
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6. Summary

Symptomatic hyperlactatemia or lactic acidosis is a rare life-threatening
side effect, which can occur, when nucleoside analogues, particularly
thymidine analogues, are taken during antiretroviral therapy (ART) for HIV
infection. In addition, about 15-35% of all patients treated with
nucleoside analogue show slightly elevated serum lactate levels without
developing the clinical symptoms of hyperlactatemia. This seems to be at
least partly mediated through inhibition of the mitochondrial polymerase y
by thymidine analogues with consecutive depletion of mitochondrial DNA
(mtDNA). A predictive clinical or biochemical marker for the development

of lactic acidosis during ART has not been identified yet.

Therefore, the goal of this thesis was to evaluate metabolic alterations
under ART for their association with a predisposition for clinically relevant
lactic acidosis in a pilot HIV cohort study. For this, central parameters of
carbohydrate and lipid metabolism were determined in HIV patients
without ART as well as in patients treated with different anti-retroviral
drug combinations (three nucleoside analogues, two nucleoside analogues
plus non-nucleoside reverse transcriptase inhibitor, two nucleoside
analogues plus protease inhibitor). In addition, an oral glucose tolerance
test with serial determination of glucose and lactate levels was performed
in order to detect latent dysfunctions in the mitochondrial respiratory
chain. The comparison of serial lactate serum levels after oral glucose load
did not reveal any statistically significant differences between the non-
treated and the three ART treated patient groups, however with small

patient numbers in all groups. Furthermore, serum carnitine levels were

86



Summary

quantified by radioimmunoassay and carnitine patterns were analyzed
with tandem mass spectrometry in order to reveal ART-induced enzyme
defects of the mitochondrial respiratory chain. None of the non-treated,
but also none of the ART-treated patients showed pathologically altered
carnitine plasma levels or fractions and in none of the patients a depletion

of mtDNA in peripheral blood lymphocytes was detectable.

Three patients showed elevated baseline lactate levels in the oral glucose
load test. Under oral glucose load, further pathological increase of lactate
levels occurred, partly with delayed lactate clearance suggesting disturbed
lactate metabolism. Subsequently, these patients developed elevated
transaminase blood levels together with sonographic hints of steatosis
hepatis. Histological examination of respective liver biopsies confirmed
toxic steatosis hepatis in all three patients. Evaluation of the liver biopsy
material by real-time PCR revealed drastic mtDNA depletion of 70% in one
of the patients. All three patients had received ART which included D4T
(stavudine). After stopping medication with D4T (stavudine) all three
patients showed a normalization of their elevated liver enzymes and

lactate plasma values.

Overall, no additional pathological alterations of HIV patients under ART
therapy were revealed by determining serial lactate levels after oral
glucose load in addition to baseline lactate levels in this pilot study with a
limited number of patients. Likewise, no mitochondrial respiratory chain
defects could be detected under ART by determining the carnitine serum
fractions or by mtDNA analysis in peripheral blood lymphocytes. However,
mtDNA analysis with real-time PCR of liver biopsy material showed drastic
mtDNA depletion of hepatocytes despite normal mtDNA levels in
peripheral blood lymphocytes in one patient with symptomatic lactic
acidosis under D4T (stavudine) therapy. Therefore, an organ-specific

mtDNA analysis with real-time PCR, in case of hepatotoxicity in
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hepatocytes, should be considered in case of organ toxicity during

nucleoside therapy.
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