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I. Einleitung

[. Einleitung

1. HIV-Infektion

1.1 Definition

Die HIV-Infektion wird durch das humane Immunschwéchevirus (HIV, human
immunodeficiency virus) verursacht. Das HI-Virus fiihrt nach einer Latenzperiode im
klinischen Endzustand der Infektion zum erworbenen Immunschwiche-Syndrom (AIDS,

acquired immunodeficiency syndrome).

1.2 Epidemiologie und Ubertragungswege

Das HI-Virus-1 wurde erstmals im Jahr 1983 am Institut Pasteur in Paris aus einem
Lymphknoten eines Patienten mit Lymphadenopathie isoliert (Barre-Sinoussi et al. 1983).
Kurz darauf entdeckten Wissenschaftler an den National Institutes of Health der USA ein
humanes T-Zell-lymphotropes Virus, das mit dem HI-Virus-1 identisch war (Gallo et al.
1983). Im Jahr 1986 wurde das HI-Virus-2 isoliert, das gegeniiber dem HI-Virus-1 eine
reduzierte Pathogenitét aufweist und fast ausschlieflich in Westafrika vorkommt (Clavel et
al. 1986).

Die Infektion mit dem HI-Virus hat in den letzten Jahren pandemische Ausmalle
angenommen und weltweit die Malaria als hdufigste durch eine Infektion bedingte
Todesursache abgelost. Uber 95 % der HIV-Neuinfektionen treten in  den
Entwicklungsldndern auf (UNAIDS 2007). In Deutschland sind nach Schitzung des Robert
Koch-Instituts ca. 59000 Menschen HIV-infiziert, weltweit sind es ca. 33 Millionen. Die
Zahl der Neuinfektionen wurde fiir das Jahr 2007 mit ungefahr 3000 angegeben und nimmt
leicht zu (RKI 2007).

Epidemiologisch wichtig ist die Ubertragung des HI-Virus durch sexuellen Kontakt mit
einem infizierten Partner, durch kontaminierte Blutprodukte, wenn diese nicht auf HIV
getestet wurden, durch das needle sharing intravends Drogenabhingiger und die vertikale
Ubertragung des Virus durch die HIV-infizierte Mutter auf ihr Kind.

Obwohl in den letzten zwei Jahrzehnten wesentliche Fortschritte bei der medizinischen
Behandlung dieser weltweit verbreiteten und lebensbedrohenden Viruserkrankung erzielt
wurden, besteht immer noch groBer Forschungsbedarf, um das Zusammenwirken von Virus

und Wirtsorganismus weiter aufzukldren.
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1.3 Struktur des HI-Virus

HIV-1 und HIV-2 zeigen im Elektronenmikroskop die morphologischen Charakteristika
eines Lentivirus mit einer Virushiille und einem konisch geformten inneren Anteil (virus
core). Beide Virus-Typen unterscheiden sich lediglich hinsichtlich der Molekiilmassen ihrer
Proteine und der Anordnung der Regulatorgene. Das HIV-Partikel besitzt einen
Durchmesser von etwa 100 nm. Es wird durch eine &ufBlere Hiille aus Lipoproteinen
begrenzt, die humane Membrankomponenten enthidlt. In die Hiille ist das Glykoprotein
gp41 eingelagert. Daran sind 72 knopfartige Strukturen gebunden, die aus Trimeren oder
Tetrameren des Glykoproteins gp120 gebildet werden. Die Bindung ist nicht kovalent, so
dass das Glykoprotein spontan freigesetzt werden kann. Dieser Vorgang wird als shedding
bezeichnet. An der Innenseite der Virushiille befindet sich das Matrixprotein pl7. Das
Kapsid-Antigen besteht aus etwa 2500 Molekiilen des Proteins p24 und umschlieft den
inneren Anteil des Virus. Darin befinden zwei identische HIV-RNA-Molekiile. An diese
sind jeweils das Nukleoprotein p7 und die Reverse Transkriptase gebunden. Rdumlich eng
assoziiert liegen noch weitere Enzyme wie die Integrase und die Protease vor, die ebenfalls

fiir die Replikation des Virus wichtig sind (Schedel 2004; Rubbert 2005) (Abbildung 1).

Glykoprotein gp41 Glykoprotein gp120

Matrixprotein p17 Nukleoprotein p7

HIV-RNA

I Apidniembran Kapsid-Antigen p24

Protease
Integrase

Reverse Transkriptase

Abbildung 1: Struktur des HIV-1 (veridndert nach Freed 1998)
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1.4 Genomorganisation des HI-Virus

Im Genom des HI-Virus liegt das allgemein fiir Retroviren typische Aufbauschema 5’LTR-
gag-pol-env-3’LTR vor. Die beiden Enden des Genoms werden von zwei LTR (long
terminal repeat)-Fragmenten gebildet, die bei der Integration beidseitig kovalent mit der
zelluldiren DNA verbunden werden. An das 5’LTR-Fragment schlieen sich die Gene gag
(group-antigene) und pol (polymerase) an. Das gag-Gen kodiert innere Strukturproteine wie
das Matrixprotein p17, das Kapsidprotein p24 und das Nukleoprotein p7. Das pol-Gen ist
fiir die Bildung der viralen Enzyme wie Reverse Transkriptase, Protease und Integrase
zustdndig. Auf diese Gene folgt das vif (virion infectivity factor)-Gen, dann {iberlappende
Gene fiir die regulatorischen Proteine Vpr (virion protein), Tat (transcriptional
transactivator), Rev (posttranscriptional activator) und Vpu (virion protein u). Das sich
daran anschlieBende env (envelope)-Gen kodiert die Glykoproteine gp120 und gp41 der
Virushiille. Nun folgen das nef (negative effector)-Gen und das Fragment 3’LTR, das den
Abschluss des Genoms bildet (Frankel und Young 1998; Goebel et al. 2000) (Abbildung 2).

env
pol vor | su ™ nef _
gag | em RT N | |
MA CA NC pb|

LTR

LTR

Abbildung 2: Genomorganisation des HIV-1 (Frankel und Young 1998)
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1.5 Replikationszyklus des HI-Virus

Voraussetzung fiir die Replikation des HI-Virus ist die erfolgreiche Interaktion des Virus
mit Rezeptoren an der Oberfldche der Wirtszellen. Einer der wichtigsten Rezeptoren ist das
Glykoprotein CD4, das sich auf T-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen, eosinophilen
Granulozyten, dendritischen Zellen und Gliazellen befindet. Das Glykoprotein gp120 der
Virushiille wird an bestimmte Bereiche des CD4-Rezeptors gebunden. Dieser Kontakt von
Virushiille und zelluldrem Rezeptor CD4 reicht jedoch fiir einen erfolgreichen Eintritt des
Virus nicht aus und muss deshalb durch weitere Proteine der Zelloberfliche, so genannte
Korezeptoren, unterstiitzt werden. Als Korezeptoren wirken vor allem Chemokinrezeptoren
(Schedel 2004).

Makrophagotrope  HI-Viren lagern sich iiber den CD4-Rezeptor und den
Chemokinrezeptor 5 (CCR-5) an die Zellmembran an, mehr T-lymphotrope HI-Viren {iber
den Chemokinrezeptor 4 (CCR-4 oder CXCR-4) (Goebel et al. 2000).

Aus dem Protein gp120, dem CD4-Rezeptor und dem Korezeptor entsteht ein Komplex, der
eine Konformationsdnderung des Proteins gp41 bewirkt. Dies fiihrt zu einer Interaktion von
gp41 mit einem Fusionsrezeptor an der Zelle. AnschlieBend fusioniert die HIV-Hiille mit
der Zellmembran (Schedel 2004). Durch dieses Abstreifen der Membran, uncoating
genannt, gelangt das virale Kapsid in das Cytoplasma der infizierten Zelle. Innerhalb des
Kapsids beginnt die Umschreibung der viralen RNA durch die mitgebrachten
Enzymaktivititen Reverse Transkriptase und RNase H in eine lineare DNA-Kopie. Der
synthetisierte HIV-DNA-Doppelstrang mit anhdngender Integrase wird nach Aktivierung
der CD4-Zelle in den Zellkern transportiert und durch das virale Enzym Integrase in das
menschliche Genom integriert. In vivo kann eine derartige Aktivierung des Immunsystems
durch einen Antigenkontakt oder im Rahmen einer opportunistischen Infektion auftreten.
Bis zu fiinf HIV-Genome konnen in einer humanen DNA integriert sein (Goebel et al.
2000; Rubbert 2005).

Neben Monozyten, Makrophagen und Zellen des zentralen Nervensystems konnen latent
infizierte ruhende CD4-Zellen, die nicht integrierte DNA enthalten, als langlebiges
Virusreservoir angesehen werden (Chun et al. 1997).

Zelluldre Transkriptionsfaktoren binden im Zellkern an die LTR-Region der HIV-DNA und
initiieren und fordern dadurch die Transkription von HIV-Genen. Bei der Replikation des

HI-Virus wird erst die mRNA fiir die Regulatorproteine Tat, Rev und Nef transkribiert,
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dann die mRNA fiir die Gag-Proteine und das Gag-Pol-Fusionsprotein, welches von der
Protease gespalten wird. Die Produkte der HIV-Gene pol und gag formieren den Kern des
reifenden HIV-Partikels, die env-Genprodukte bilden die Glykoproteine gp120 und gp41
der Virushiille.

Das Virusgenom und virale Proteine formieren sich schrittweise zum Viruskern, der sich
Richtung Zellmembran bewegt. Bei der anschlieBenden Ausknospung, budding genannt,
werden die gebildeten Viruskapside von einer aus der Wirtszelle stammenden
Lipidmembran umbhiillt und als neue infektiose Viruspartikel freigesetzt. In einem HIV-
infizierten Patienten konnen 10° bis 10" Viruspartikel pro Tag gebildet werden (Schedel
2004; Rubbert 2005).

1.6 Pathogenese und klinische Manifestation

Die HIV-induzierte Pathogenitit beruht auf der progressiven Depletion von T-Helfer-
Lymphozyten im peripheren Blut. Die persistierende Infektion dieser CD4-Zellen stellt die
zentrale Reaktion fiir die Entwicklung des HIV-induzierten Immundefektes und fiir die
Entstehung der klinischen Symptomatik dar.

Nach der HIV-Infektion verbreitet sich das Virus innerhalb von 1 - 2 Wochen im gesamten
Organismus. Innerhalb von ca. 6 Wochen kommt es zu einer ausgepragten Plasmavirdmie
(Giirtler 2004). Die quantitative Bestimmung der Konzentration der HIV-RNA im Plasma
der Patienten, die Plasmaviruslast, ist zur Diagnose der akuten HIV-Erkrankung von grofler
Bedeutung, da diese mit der Prognose iiber den Verlauf der Krankheit in den folgenden 10
Jahren statistisch assoziiert ist. Patienten mit einer hohen Viruslast haben im Rahmen der
akuten HIV-Infektion eine schlechtere Prognose als Patienten mit einer geringeren
Viruslast. Nach einigen Tagen nimmt die Virdmie aufgrund einer Immunantwort gegen das
HI-Virus wieder ab, da es zur Produktion von spezifischen Antikorpern gegen verschiedene
Determinanten des Virus kommt, die das Virus inaktivieren. Antikdrper gegen das Virus
konnen in den meisten Féllen 4 - 6 Wochen nach einer HIV-Infektion mit
Routinetestsystemen wie den ELISA-Test mit Bestdtigung im Western-Blot nachgewiesen
werden. Die zelluldire Immunantwort wird von CDS8-zytotoxischen T-Lymphozyten
reprisentiert, die virusinfizierte Zellen erkennen und eliminieren kdnnen. CD8-Zellen sind
im peripheren Blut von Patienten im Stadium des akuten HIV-Syndroms und im

asymptomatischen Stadium der HIV-Infektion in normaler oder erhohter Zahl nachweisbar.
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Bei ca. 50 - 90 % der HIV-infizierten Patienten tritt 2 - 6 Wochen nach der Infektion ein
individuell gestaltetes Krankheitsbild auf, das einer akuten Mononukleose oder einem
grippalen Infekt dhnlich ist. Die hédufigsten Symptome dieses so genannten akuten HIV-
Syndroms sind unspezifisch: Fieber, Miidigkeit, Kopfschmerzen, Pharyngitis,
kleinfleckiges Exanthem, Lymphknotenschwellungen und gastrointestinale Symptome.
Nach dem spontanen Abklingen der Symptome der akuten HIV-Krankheit befindet sich der
Patient im Stadium der klinischen Latenz. Der Patient ist weitgehend asymptomatisch und
in der Regel bei Wohlbefinden und leistungsfahig. Obwohl zytotoxische T-Zellen und HIV-
Antikorper die HIV-Produktion einschrdanken, kommt es in dieser Phase dennoch zu einem
mehr oder weniger kontinuierlichen Abfall der CD4-Zellzahl im peripheren Blut.
Gleichzeitig steigt die Konzentration der HIV-RNA im Plasma an (Goebel 2004a; Schedel
2004).

Bei nahezu allen Patienten treten nach 5 - 10 Jahren HIV-assoziierte Symptome einer
klinisch apparenten HIV-Erkrankung auf. In diesem Stadium ist die Produktion von HI-
Viren massiv, da immunologische, gegen die HIV-Replikation gerichtete Mechanismen nur
noch begrenzt wirksam sind. Es kann ein Abfall der CD4-Zellen im peripheren Blut unter
den Normbereich bis hin zur volligen Depletion beobachtet werden. Der fortschreitende
CD4-Zellverlust fiihrt zu AIDS definierenden Erkrankungen und damit zum Vollbild von
AIDS. Dazu gehoren opportunistische Infektionen, die durch Bakterien, Viren, Pilze oder
Protozoen hervorgerufen werden. Zusdtzlich kommt es zur HIV-Enzephalopathie, zum
Wasting-Syndrom und zu HIV-assoziierten Malignomen wie Kaposi-Sarkom, Non-
Hodgkin-Lymphom und invasives Zervixkarzinom (Goebel 2004a).

Der klinische Verlauf zeigt, dass das menschliche Immunsystem das HI-Virus nicht
definitiv eliminieren kann, auch wenn asymptomatische Verlaufe von mehr als 20 Jahren
vorkommen (Giirtler 2004). Man spricht bei einem Uberleben von mehr als 8 - 10 Jahren

ohne CD4-Zellverlust von long-term-non-progressors (LTNP) (Goebel et al. 2000).

2. Therapie der HIV-Infektion

Bei der HIV-Infektion muss wie bei allen Infektionskrankheiten die spezifische Therapie
gegen den Erreger selbst gerichtet sein. Wichtige Grundlagen fiir den Beginn und das
Monitoring einer antiretroviralen Therapie sind neben dem klinischen Zustand des

Patienten die CD4-Zellzahl und die HI-Viruslast (HIV-RNA-Kopien/ml) im Plasma. Ziel
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einer antiretroviralen Therapie ist die maximale Suppression der Virusneubildung und
damit eine Reduktion der Viruslast im peripheren Blut. Eine Reihe von Studien ergab, dass
die Verringerung der Viruslast die Progression der Krankheit verzdgert, die Uberlebenszeit
verldngert und die Lebensqualitét verbessert (Goebel et al. 2000). Da auch in der klinischen
Latenzphase der HIV-Infektion eine hohe Virusreplikation stattfindet, scheint eine
konsequente Therapie zu einem frithen Zeitpunkt der HIV-Infektion angebracht zu sein.
Eine eindeutige Therapieindikation besteht bei Patienten mit HIV-assoziierten Symptomen
sowie bei asymptomatischen Patienten mit einer CD4-Zellzahl unter 200 Zellen/ul. Bei
asymptomatischen Patienten mit einer CD4-Zellzahl von 200 bis 350 Zellen/ul ist der
Beginn einer Therapie ratsam. Bei entsprechend hoher Viruslast kann auch bei einer CD4-
Zellzahl tiber 350 Zellen/ul eine antiretrovirale Therapie sinnvoll sein (Arastéh K 2005).
Eine antiretrovirale Therapie sollte prinzipiell lebenslang erfolgen, da Untersuchungen
ergaben, dass eine Beendigung der antiretroviralen Therapie zur Zunahme der
Virusreplikation mit den entsprechenden klinischen Folgen fiihrt. Mit den derzeitigen
Therapiemoglichkeiten ist eine Eradikation des Virus und damit eine Heilung nicht
moglich. Infolge der hohen Fehlerrate der viralen Reversen Transkriptase werden sténdig
Virusmutanten gebildet. Durch die antiretrovirale Therapie konnen resistente Mutanten
selektiert werden, die sich auch unter der antiretroviralen Therapie replizieren und weitere
Zellen infizieren. Eine weitestgehende Unterdriickung der Virusreplikation fiihrt
demzufolge auch zu einer deutlichen Verzogerung der Resistenzentwicklung (Goebel
2004b).

Mit der europdisch-australischen Delta-Studie und der amerikanischen Studie ACTG-175
(AIDS Clinical Trials Group) wurde die therapeutische Uberlegenheit einer
Kombinationsbehandlung gegeniiber einer Monotherapie nachgewiesen. Derzeit gilt als
Therapiestandard eine Dreifachkombination aus zwei verschiedenen Nukleosidischen
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) und einem Proteaseinhibitor (PI) bzw. einem
Nicht-Nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitor (NNRTI) oder einem dritten NRTI
mit hoher In-vivo-Wirksamkeit. Mit der Einfithrung von Proteaseinhibitoren vor einigen
Jahren steht eine hoch aktive antiretrovirale Therapie (HAART, highly active antiretroviral
therapy) zur Verfiigung.

Mit dem Einsatz der HAART ist die Zahl der AIDS-Neuerkrankungen in den
Industrieldndern deutlich zuriickgegangen. Therapierte Patienten leben auch im AIDS-

Stadium ldnger (Preiser und Doerr 2004). Antiretrovirale Medikamente sind jedoch teuer
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und fiihren oft zu unerwiinschten Nebenwirkungen, so dass das Risiko, an AIDS zu
erkranken, gegen das Risiko einer Resistenzentwicklung und das Auftreten von

Nebenwirkungen einer Langzeittherapie abgewogen werden muss (Goebel 2004b).

3. Antiretroviral wirkende Medikamente

Zur Therapie stehen derzeit 23 antiretrovirale Einzelsubstanzen zur Verfiigung, die sich in
vier Wirkstoffklassen einteilen lassen: Nukleosidische und Nukleotidische Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren ~ (NRTI und NtRTI), Nicht-Nukleosidische Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren (NNRTT), Proteaseinhibitoren (PI) und seit dem Jahr 2003 die so
genannten Fusionsinhibitoren.

Die heute zugelassenen Substanzen haben mit Ausnahme der Fusionsinhibitoren die
Hemmung von zwei Schliisselenzymen zum Ziel. NRTIs, NtRTIs und NNRTIs hemmen
die fiir die Replikation bendtigte Reverse Transkriptase, PIs hemmen die fiir die Reifung
der viralen Proteine zustdndige Protease. Fusionsinhibitoren hindern das HI-Virus am

Eintritt in die Wirtszelle.

3.1 Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) sind Didesoxynukleoside, die
nach Aufnahme in die Zelle durch zelluldre Enzyme triphosphoryliert und dadurch in ihre
aktive Form, die Didesoxynukleosid-Triphosphate (ANTP), gebracht werden.

Die Triphosphate konkurrieren als ,,falsche Bausteine* mit den in der Zelle vorhandenen
Triphosphaten um die Bindung an die Reverse Transkriptase und hemmen diese
kompetitiv. AuBerdem bewirkt die Modifikation an der 3’-OH-Gruppe der Desoxyribose
beim Einbau der NRTIs anstelle der entsprechenden natiirlichen Nukleoside in die provirale
DNA einen Kettenabbruch, da bei der Synthese der proviralen DNA eine Bindung zur
nichsten Base nicht mdglich ist (De Clercq 2000).

Zurzeit sind in Deutschland 7 NRTIs zur antiretroviralen Therapie zugelassen (Tabelle 1).
Zidovudin (AZT, Retrovir®) wurde 1987 als erste antiretrovirale Substanz zur Therapie der
HIV-Infektion zugelassen. Studien zeigten, dass mit einer Zidovudin-Monotherapie im
Spétstadium der Erkrankung die Héufigkeit opportunistischer Infektionen und die
Mortalitét gesenkt werden konnen (Fischl et al. 1990). Bei Zidovudin ist die 3’-OH-Gruppe

von Thymidin durch eine Azido-Gruppe ersetzt. Es wird wie alle anderen NRTIs
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intrazelluldr triphosphoryliert und nach Abspaltung einer Diphosphatgruppe als 5°-
Monophosphat am 3’-Ende der viralen DNA eingebaut (De Clercq 2004).

Das zweite Thymidinanalogon Stavudin (d4T, Zerit™) war lange Zeit das am haufigsten
eingesetzte antiretrovirale Medikament. Mehrere Studien konnten jedoch die schiadigenden
Nebenwirkungen dieses Inhibitors, die zum Teil auch auf dessen mitochondrialer Toxizitdt
beruhen, nachweisen (Gallant et al. 2004).

Das einzige zugelassene nukleosidische Adenosinanalogon ist Didanosin (ddI, Videx®).
Cytidinanaloga sind Zalcitabin (ddC, Hivid®™), Lamivudin (3TC, Epivir®) und Emtricitabin
(FTC, Emtriva®). Lamivudin und Emtricitabin kénnen neben der Reversen Transkriptase
des HI-Virus auch die Reverse Transkriptase des Hepatitis B-Virus hemmen und werden
deshalb auch zur Behandlung einer Hepatitis B-Infektion eingesetzt (Doong et al. 1991).
Bei beiden Stoffen ist der 3’-Kohlenstoff der Desoxyribose durch ein Schwefelatom ersetzt.
Emtricitabin besitzt an der 5°-Stelle des Cytidins noch ein Fluoratom. Von beiden
Substanzen ist jeweils das L-(-)-B-Enantiomer weniger toxisch und hoher wirksam als das
D-(+)-B-Enantiomer (De Clercq 2004).

Abacavir (ABC, Ziagen®) ist das einzig verfiigbare Guanosinanalogon. Es wird nach der
intrazelluldren Phosphorylierung und Desaminierung zu Carbovir (CBV) umgewandelt,
welches nach zweifacher Dephosphorylierung als Carbovir-5’-monophosphat in die DNA

eingebaut wird.

Natiirliches Nukleosid Nukleosidanalogon Abkiirzung Handelsname
Adenosin Didanosin ddI Videx®
Zalcitabin ddC Hivid”
Cytidin Emtricitabin FTC Emtriva®
Lamivudin 3TC Epivir®
Guanosin Abacavir ABC Ziagen®
Thymidin Zidovudin AZT Retrov(i@r®
Stavudin d4T Zerit

Tabelle 1: Zur Therapie der HIV-Infektion zugelassene Nukleosidische Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) (Stand 2006)
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3.2 Nukleotidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Nukleotidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NtRTI) besitzen neben der Pentose und
der Base noch einen Phosphorsdurerest und sind deshalb Nukleotidanaloga. In Deutschland
ist das Adenosinphosphatanalogon Tenofovir (TDF, Viread®) zur Behandlung der HIV-
Infektion zugelassen (Hoffmann 2005). Tenofovir wirkt dhnlich wie die NRTIs und kann

deshalb dieser Inhibitorengruppe zugeordnet werden.

3.3 Nicht-Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Nicht-Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI) hemmen im Gegensatz
zu den NRTIs die Reverse Transkriptase allosterisch. Sie werden an das Enzym gebunden
und bewirken eine Konformationsdnderung am aktiven Zentrum. Die Bindungsstelle und
das aktive Zentrum sind sowohl rdumlich als auch funktionell assoziiert. Durch die
kooperative Interaktion dieser beiden Regionen kann die Effektivitit von
Kombinationstherapien aus NRTIs und NNRTIs gesteigert werden.

1996 wurde als erstes NNRTI Nevirapin (NVP, Viramune®) zugelassen. Weitere NNRTIs
sind Efavirenz (EFV, Sustiva®) und Delavirdin (DLV, Rescriptor”) (Hoffmann 2005).

3.4 Proteaseinhibitoren

Proteaseinhibitoren (PI) hemmen aufgrund ihrer Struktur das aktive Zentrum der HIV-
Protease kompetitiv und verhindern somit die Reifung des Viruspartikels. Die
proteolytische Aufspaltung bzw. die Reifung der Priakursorproteine unterbleibt und es
entstehen nicht-infektiose Viruspartikel (Hoffmann 2005).

PIs sind Saquinavir-Softgel (FTV, Fortovase®), Saquinavir-Hardgel (INV, Invirase®),
Indinavir (IDV, Crixivan®), Nelfinavir (NFV, Viracept 625), Lopinavir/Ritonavir (LPV/r,
Kaletra™), Atazanavir (ATV, Reyataz"), Fosamprenavir (FPV, Telzir®) und Ritonavir
(RTV, Norvir®), Tipranavir (TPV, Aptivus®) (Stand 2006).

3.5 Entryinhibitoren

Das HI-Virus bindet beim Eintritt in die Zielzelle an drei Schliisselstellen. Durch so
genannte Entryinhibitoren kann diese Bindung verhindert werden.

Attachment-Inhibitoren hemmen die Anlagerung des HI-Virus an den CD4-Rezeptor,
Korezeptorantagonisten verhindern die Bindung des HI-Virus an Korezeptoren und

Fusionsinhibitoren verhindern die Fusion des Virus mit der Zelle. Der erste
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Fusionsinhibitor Enfuvirtid (T-20, Fuzeon™), ein aus 36 Aminosiuren bestehendes
Polypeptid, wurde in Europa im Mai 2003 zugelassen. Enfuvirtid muss subkutan gespritzt
werden. Es bindet an eine Intermedidrstruktur von gp41, die bei der Fusion des HI-Virus

mit der Zielzelle entsteht (Hoffmann 2005).

4. Mitochondrium

4.1 Aufbau des Mitochondriums

Mitochondrien sind lang gestreckte bis sphérisch-ovoid gestaltete Zellorganellen, die einen

Durchmesser von 0,5 - 1 um und eine Lange von 1 - 4 um aufweisen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung und elektronenmikroskopisches Bild eines
Mitochondriums (verdndert nach Mathews und Van Holde 1996)

Anzahl und Form der Mitochondrien differieren mit dem Zelltyp. Sie treten bevorzugt in
Zellen mit hohem Energiebedarf auf. Erythrozyten besitzen keine Mitochondrien,
Lymphozyten lediglich 10 bis 20, Gehirnzellen oder Hepatozyten enthalten einige hundert
Mitochondrien (Cossarizza und Moyle 2004). Mitochondrien konnen sich in der Zelle

bewegen und ihre Form éndern.
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Jedes Mitochondrium besitzt zwei Membranstrukturen, die sich deutlich voneinander
abheben. Eine AuBlenmembran grenzt das Organell zum Zytoplasma hin ab und enthalt
Transportproteine, die Kanédle fiir den Stoffaustausch bilden. FEin schmaler
Membranzwischenraum trennt die Aufenmembran von der hochstrukturierten
Innenmembran ab. Diese besitzt in die innere Matrix des Mitochondriums hinein
zahlreiche, vielfiltig gestaltete Einstiilpungen, sog. Cristae, nach denen die Mitochondrien
in verschiedene Typen Kklassifiziert werden konnen. Anzahl und Ausmal} dieser
Einstiilpungen zeigen eine Abhdngigkeit von der Stoffwechselaktivitit der entsprechenden
Zelle. In der mitochondrialen Matrix befinden sich unter anderem die Enzyme der B-
Oxidation der Fettsduren und des Citratcyclus. Mitochondrien enthalten wie Prokaryonten
ein eigenes, ringformiges DNA-Molekiil. Die bei FEukaryonten assoziierten
Histonkomplexe fehlen. Sie verfiigen auch iiber eigene Ribosomen, die Ahnlichkeit mit
denen der Protozyten aufweisen (Loffler 1998b).

Jedes Mitochondrium enthélt 2 bis 10 Kopien mitochondrialer DNA (mtDNA) sowie die
notwendigen Proteine fiir die Nukleinsduresynthese, Phosphorylierung, Transkription und
Translation. Die ringformige mitochondriale DNA des Menschen liegt als Doppelstrang vor
und besteht aus 16569 Basenpaaren. Diese kodieren fiir die beiden rRNAs der
mitochondrialen Ribosomen und fiir die 22 tRNAs, die fiir die Proteinbiosynthese benotigt
werden. Die mtDNA enthélt zusétzlich noch die Gene fiir 13 Proteine, die Bestandteile der
Multienzymkomplexe I, III, IV und der mitochondrialen F,/Fo-ATPase (Komplex V) sind.
Damit werden ca. 15 % der mitochondrialen Proteine kodiert, die {ibrigen Proteine sind
jedoch kerncodiert (Brinkman et al. 1998; Loffler 1998b). Die mtDNA macht ungefahr 1 %
der zelluldren DNA aus und ist die einzige extranukledre DNA. Sie weist eine um ca. das
Zehnfache erhdhte Mutationsrate gegentiber der nuklediren DNA (nDNA) auf, da sie einer
hoheren Konzentration von reaktiven sauerstofthaltigen Nebenprodukten der oxidativen
Phosphorylierung ausgesetzt ist. Die mtDNA wird nicht durch Histone geschiitzt und
besitzt auch nicht alle Reparaturmechanismen des Zellkerns. Somit kdnnen durch nicht
behobene Replikationsfehler oder durch exogene DNA-Schdden vermehrt Mutationen
entstehen (Copeland et al. 2003).

Das mtDNA-Replisom, ein aus mehr als 20 Proteinen bestehender Komplex, der an der
Mitochondrieninnenmembran lokalisiert ist, repliziert die mtDNA. Die Hauptkomponente
des mtDNA-Replisoms ist die Polymerase y. Dieses Enzym besteht aus einem a,p-

Heterodimer und wird von der nDNA kodiert. Die katalytische a-Untereinheit ist 140 kD



13
I. Einleitung

groB und fiihrt sowohl die Polymerase- als auch die in 3’-5’-Richtung korrekturlesende

Exonukleaseaktivitdt aus (Naviaux et al. 1999).

4.2  Funktion und Bedeutung des Mitochondriums

Die hochorganisierte Innenmembran des Mitochondriums ist als Trager der Komponenten
der Elektronentransportkette und der oxidativen Phosphorylierung fiir die Bereitstellung
von Energie in Form von ATP und damit fiir den Stoffwechsel der Zelle von
entscheidender Bedeutung. In der mitochondrialen Innenmembran gewinnen aerob lebende
Zellen ihre Energie durch Kopplung der sauerstoffabhingigen Reoxidation
wasserstoffiibertragender Coenzyme mit der Bildung von ATP. Der Sauerstoff wird zu
Wasser reduziert. Fiir die Reoxidation der Reduktionsdquivalente NADH/H' und FADH,
sind die vier elektronentransportierenden Multienzymkomplexe I - IV der Atmungskette
zustindig, wobei Ubichinon bzw. Cytochrom c die Verbindung zwischen den Komplexen

herstellen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Die oxidative Phosphorylierung mit den vier Multienzymkomplexen (I - IV)
und der F;/Fo-ATPase (V). Jeder Komplex besteht aus mehreren
Untereinheiten, die von nukledrer oder mitochondrialer DNA kodiert werden

(verandert nach Brinkman et al. 1998; Saraste 1999)
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Durch den Transport von Protonen aus der Mitochondrienmatrix in den
Membranzwischenraum  wird  ein  elektrochemischer =~ Gradient  liber  der
Mitochondrieninnenmembran aufgebaut. Dieser liefert die von der mitochondrialen F;/Fo-
ATPase (Komplex V) fiir die ATP-Bildung benétigte Energie (Loffler 1998a).

Der elektrochemische Gradient setzt sich aus dem so genannten mitochondrialen
Membranpotential (MMP) und den pH-Gradienten zusammen. Das MMP beinhaltet den
GroBteil der Energie dieses elektrochemischen Gradienten. Vereinfachend kann deshalb das
MMP allein als Indikator fiir den Energiestatus des Mitochondriums betrachtet werden. Die
Aufrechterhaltung des MMPs ist fiir die Funktion vor allem von Zellen mit hohem
Energieverbrauch von groBler Bedeutung (Mathur et al. 2000). Eine Abweichung vom
normalen MMP ermdglicht Aussagen tliber den Einfluss von Erkrankungen, aber auch von
therapeutischen Maf3nahmen auf den Zustand dieser Zellen.

Das bei der oxidativen Phosphorylierung synthetisierte ATP wird fiir energieverbrauchende
Reaktionen in der Mitochondrienmatrix benétigt oder mit Hilfe des Adenin-Nukleotid-
Translokators im Austausch gegen zytosolisches ADP in das Zytosol geschleust (Brinkman
et al. 1998).

Bei der oxidativen Phosphorylierung entstehen aus 2 - 4 % der Elektronen, die die
Elektronentransportkette durchlaufen, reaktive sauerstoffhaltige Produkte (ROS, reactive
oxygen species) wie O, (Wallace 1999). Diese O,--Radikale werden durch die
mitochondriale  Mangan-Superoxid-Dismutase =~ (MnSOD) in  Wasserstoffperoxid
umgewandelt, das wiederum durch die Glutathionperoxidase zu Wasser entgiftet wird.
Durch Defekte in der Elektronentransportkette akkumulieren die Elektronen und reagieren
direkt mit molekularem Sauerstoff unter Bildung von H,O, und den Radikalen O;-" und
OH-. Die in der Atmungskette gebildeten reaktiven sauerstoffhaltigen Produkte verdndern
oxidativ Biomolekiile. Das Ungleichgewicht zwischen Produktion und zelluldrer Entgiftung
der ROS wird oxidativer Stress genannt.

Geschddigte Mitochondrien konnen die Apoptose einer Zelle einleiten. Verschiedene
Faktoren wie der Einstrom von Calcium-lonen, der Anstieg der ROS oder ein
mitochondrialer Energieabfall kénnen die Offnung eines unspezifischen Kanals in der
inneren Mitochondrienmembran, die mitochondrial permeability transition pore (mtPTP),
induzieren. Die mtPTP wird von einem Komplex aus dem voltage dependent anion
channel, dem Adenin-Nukleotid-Translokator, Bax und Cyclophilin D gebildet (Wallace
1999).
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Die Offnung der mtPTP verursacht die Freisetzung der die Apoptose einleitenden Faktoren
wie Cytochrom c, den apoptosis-inducing factor und die Kaspasen. Von Bedeutung ist der

damit verbundene Abfall des mitochondrialen Membranpotentials (MMP).

5. Mitochondriale Schiadigungen durch die HI'V-Infektion

Die HIV-Infektion kann eine direkte Schiadigung der Mitochondrien hervorrufen (Lewis et
al. 2003). Bestimmte HIV-Genprodukte, vor allem Tat und Vpr, bewirken in vitro eine
Dysfunktion der Mitochondrien. In Miusen, bei denen Tat transkribiert wurde, traten eine
Verdnderung des zelluldren Glutathiongehalts sowie eine Suppression der mitochondrialen
Mangan-Superoxid-Dismutase-Aktivitit auf und fithrten zu oxidativem Stress (Lewis et al.
2003). Vpr leitet vermutlich durch seine Wirkung auf die mtPTP die Apoptose unabhingig
von Kaspasen ein. Die HIV-Protease konnte iiber die Aktivierung von Prokaspasen und
durch die Spaltung antiapoptotischer Proteine die Apoptose auslosen (Arnoult et al. 2003).
Die HIV-Infektion verursacht einen Anstieg von Zytokinen wie den Tumornekrosefaktor-o
(TNF-a) oder das Interferon-a (IFN-a), die die oxidative Phosphorylierung hemmen und
zur Apoptose fiihren (Cossarizza und Moyle 2004).

Die Uberproduktion von Stickstoffmonoxid (NO), die bei HIV-infizierten Patienten
beobachtet wird, konnte ebenfalls eine Rolle spielen. NO inhibiert die Replikation des HI-
Virus. Dariiber hinaus hat es auch zytotoxische Effekte und verursacht durch Hemmung der
oxidativen Phosphorylierung oxidativen Stress (Torre und Pugliese 2005).

Das HI-Virus kann den mtDNA-Gehalt in Mitochondrien verringern und die Atmungskette
schiadigen (Miro et al. 2005). In Muskel- und Nervenzellen von nicht therapierten HIV-
infizierten Patienten mit Myopathie oder peripherer Neuropathie wurden eine mtDNA-
Depletion sowie strukturelle und funktionelle Verdnderungen in Mitochondrien

nachgewiesen (Moyle 2005).

6. Mitochondriale Schadigungen bei der Therapie mit Nukleosidischen
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

Eine HIV-Infektion erhoht die Anfdlligkeit fiir die mitochondrialen Nebenwirkungen einer
antiretroviralen Therapie (Miro et al. 2004). Zu den Langzeitnebenwirkungen einer
antiretroviralen =~ Therapie gehéren unter anderem periphere Polyneuropathie,

Lipodystrophie, Laktatazidose, Myopathie und Verdnderungen des Knochenstoffwechsels
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und des Blutbildes. Diese Stoffwechsel- und Organverédnderungen sind vermutlich auch auf
den schidigenden Einfluss einer Therapie mit NRTIs auf die Mitochondrien
zuriickzufiihren. Die Nebenwirkungen zeigen Ahnlichkeit mit dem Krankheitsbild, das
auch bei genetisch bedingten Defekten in Mitochondrien beobachtet werden kann. Viele
Untersuchungen befassen sich mit dem Einfluss einer antiretroviralen Therapie mit NRTIs
auf die Funktion von Mitochondrien und belegen diesen mit dem Schlagwort
,,mitochondriale Toxizitat™“ (Brinkman et al. 1999).

NRTIs hemmen nicht nur die Reverse Transkriptase des HI-Virus sondern auch die
zelluliren DNA-Polymerasen. Besonders die DNA-Polymerase [ und die DNA-
Polymerase y sind gegeniiber NRTIs empfindlich (Brinkman et al. 1998). Nach Kakuda
nimmt der hemmende Einfluss von NRTIs auf Polymerasen in folgender Reihe ab: HIV-RT
>> DNA-Polymerase y > DNA-Polymerase § > DNA-Polymerase o = DNA-Polymerase ¢
(Kakuda 2000).

In den Mitochondrien ist lediglich die DNA-Polymerase y vorhanden. Untersuchungen iiber
die Hemmung der Polymerase y durch NRTIs in vitro ergaben folgende Hierarchie:
Zalcitabin = Didanosin = Stavudin >> Lamivudin > Tenofovir > Zidovudin > Abacavir
(Kakuda 2000; Johnson et al. 2001). Da die DNA-Polymerase v fiir die Replikation und die
Reparatur der mtDNA zustdndig ist, ist anzunehmen, dass eine Inhibition dieses Enzyms
die Funktion der Mitochondrien beeinflussen kann. Die Hemmung der Polymerase y durch
NRTIs fiihrt zu einer quantitativen Verminderung (Depletion) der in jedem Mitochondrium
in mehrfacher Kopie vorliegenden mtDNA. Die mtDNA kodiert 13 Proteine der
Atmungskette. Ein verminderter mtDNA-Gehalt fiihrt deshalb aufgrund einer reduzierten
Zahl an Proteinen der oxidativen Phosphorylierung zu einer Funktionsstérung in der
Atmungskette.

Dadurch entstehen vermehrt reaktive sauerstofthaltige Produkte (ROS), die durch
Oxidation Biomolekiile wie Proteine, Lipide und auch die mtDNA verdndern. Die
Polymerase y ist gegeniiber diesen Noxen besonders anfillig (Graziewicz et al. 2002).
Durch das Ungleichgewicht zwischen Produktion und zelluldrer Beseitigung der ROS
kommt es zum bereits erwdhnten oxidativen Stress. Es liegt ein so genannter Teufelskreis
vor: Die NRTIs hemmen die Polymerase y und damit die Replikation der mtDNA. Dadurch
kommt es zu einer Verminderung der Enzyme der oxidativen Phosphorylierung. Durch

diesen Defekt in der Atmungskette werden vermehrt ROS gebildet und fiithren zu
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oxidativem Stress, der wiederum eine Schidigung der mtDNA und der Polymerase vy
bewirkt.

Hoher dosierte Gaben an NRTIs rufen eine stirkere mtDNA-Depletion hervor. Zwei oder
mehrere NRTIs konnen sich in ihrer Wirkung auf die Mitochondrien gegenseitig
verstédrken.

Die Depletion der mtDNA ist auch von der Dauer der Therapie abhingig. Nebenwirkungen
wie z.B. eine periphere Polyneuropathie, eine Lipodystrophie oder eine Myopathie, die mit
einer mitochondrialen Funktionsstdrung assoziiert sind, treten in hoherem Mafle erst nach
prolongierter NRTI-Exposition auf. Die Einnahme {iber einen ldngeren Zeitraum hinweg
filhrt auch in geringerer Dosierung zu Nebenwirkungen. Es kommt jedoch erst dann zu
Stoffwechselverdnderungen, wenn ein bestimmter Schwellenwert an mtDNA unterschritten
wird. Diesen Schwelleneffekt beobachtet man auch bei Erbkrankheiten, bei denen eine
mitochondriale Schidigung vorliegt (Wallace 1999; Walker 2006).

Die mitochondrialen Schédigungen durch eine Therapie mit NRTIs sind von der
Konzentration ihrer Triphosphatderivate im Mitochondrium abhédngig. NRTIs miissen in
Triphosphate umgewandelt werden, bevor sie in die DNA eingebaut werden konnen. Die
Phosphorylierung findet entweder im Mitochondrium oder im Zytosol statt, von dem die
Triphosphate dann in das Mitochondrium transportiert werden. Die intramitochondriale
Aufnahme sowie die Aktivierung der NRTIs durch Phosphorylierung ist vom Gewebe
abhéngig (Walker 20006).

Neben der direkten Hemmung der Polymerase y beruht die mitochondriale Schidigung
durch NRTIs wahrscheinlich noch auf weiteren Mechanismen wie dem Kettenabbruch nach
Einbau des NRTIs in die mtDNA oder der Persistenz eingebauter NRTIs durch eine
unzureichende Excisionsreparatur (Lewis et al. 2003).

NRTIs wirken direkt mutagen Wirkung auf die mtDNA. So traten bei Patienten, die mit
Zidovudin therapiert wurden, Mutationen in der mtDNA auf (Martin et al. 2003).

Da nur 15-20% aller Patienten, die einer NRTI-Therapie unterzogen wurden,
mitochondriale Schidigungen aufwiesen, scheint auch eine genetische Préidisposition
vorzuliegen. Auch gesunde Menschen konnen neben intakter auch mutierte mtDNA in
thren Zellen besitzen. Bei Personen mit zum Teil fehlerhafter mtDNA kann dieser
genetische Defekt erst durch eine NRTI-Therapie evident werden. Eine Pridisposition fiir

die NRTI-Sensitivitdt konnte auch in Form des single nucleotide polymorphism in Genen



18
I. Einleitung

des Nukleus auftreten, die fiir die mtDNA und die Atmungskette zustéindig sind (Lewis et
al. 2003).

7. Klinisches Spektrum der mitochondrialen Funktionsstorung

Antiretroviral wirkende Medikamente, besonders jedoch Nukleosidische Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren (NRTI), haben aufgrund ihrer schidigenden Wirkung auf die
Mitochondrien einen grofen Einfluss auf das klinische Bild therapierter HIV-infizierter

Patienten.

7.1 Periphere Polyneuropathie

Bei HIV-infizierten Patienten, die versuchsweise mit Zalcitabin, Didanosin oder Stavudin
therapiert wurden, trat unerwartet eine von der Dosis abhidngige symmetrische periphere
Polyneuropathie auf. Die periphere Polyneuropathie wurde damit zu einem die
antiretrovirale Therapie limitierenden Faktor (Cossarizza und Moyle 2004). Die NRTI-
assoziierte periphere Polyneuropathie unterscheidet sich klinisch nur geringfiigig von der
HIV-assoziierten distalen symmetrischen Neuropathie. Sie tritt jedoch spontan auf, verlauft
schmerzhafter und rapid progressiv. Klinisch treten distaler Gefiihlsverlust, Dysdsthesien,
Areflexie und Muskelschwiéche auf. Untersuchungen in vitro zeigten, dass Zalcitabin und
Didanosin den mtDNA-Gehalt von Nervenzellen reduzieren und eine Depletion von
Mitochondrien hervorrufen kdnnen. Andere Studien ergaben jedoch, dass pharmakologisch
relevante Konzentrationen von Stavudin, Zidovudin und Lamivudin keine Auswirkung auf
die Regeneration von Neuriten haben. Untersuchungen an Nervenzellen bei Patienten mit
NRTI-assoziierter peripherer Polyneuropathie zeigten abnorm vergroflerte Mitochondrien
mit stark erhohter Vakuolisierung, elektronendichten konzentrischen Einschliissen und
degenerativen Myelinstrukturen. Ein durch die Therapie mit NRTIs hervorgerufener
niedriger Acetyl-L-Carnitin-Gehalt konnte zu einem verminderten mitochondrialen
Metabolismus sowie einem Anstieg von toxischen Fettsduren und dadurch zu einer
peripheren Polyneuropathie beitragen. Das Auftreten einer peripheren Polyneuropathie ist
bei den meisten Patienten sicherlich multifaktoriell bedingt. Eine antiretrovirale Therapie
mit NRTIs kann moglicherweise auch eine vorbestehende subklinische Stérung evident

werden lassen (Cossarizza und Moyle 2004).
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7.2 Lipodystrophie

Eine Langzeit-HAART kann eine Lipodystrophie verursachen. Diese Lipodystrophie ist
gekennzeichnet durch eine Fettverteilungsstorung. Es kommt zu einem volligen Verlust
subkutanen Fetts an Extremitdten und Gesicht (Lipoatrophie) und einer Fettansammlung
intraabdominell und im Nacken (Lipohypertrophie). Die Lipoatrophie und die
Lipohypertrophie kdnnen auch einzeln auftreten (Casula et al. 2007). Kohortenstudien
weisen darauf hin, dass HIV-infizierte, antiretroviral therapierte Patienten eher eine
Lipoatrophie als eine Lipohypertrophie zeigen (Palella et al. 2004; Bacchetti et al. 2005).
Die Pathogenese der Lipodystrophie ist komplex. Als Ursachen werden unter anderem
Storungen der Adipozytendifferenzierung, die vermehrte Bildung proinflammatorischer
Zytokine (TNF-a) sowie eine mitochondriale Funktionsstérung im Rahmen einer Therapie
mit NRTIs diskutiert (Hartmann 2006). Besonders Stavudin scheint vor allem bei einer
Langzeittherapie fiir die Entstehung einer Lipodystrophie verantwortlich zu sein. In
subkutanen Fettzellen treten Mitochondrien mit strukturellen Anomalien auf. Eine
prolongierte Therapie mit NRTIs fiihrt in Adipozyten zu einer vermehrten Expression
adipogener Transkriptionsfaktoren, einem verminderten Fettgehalt und einer erhdhten
Apoptoserate (Walker 2006). Ein Therapiewechsel von Stavudin zu Zidovudin oder zu
Abacavir reduziert die Apoptoserate von Adipozyten (McComsey und Lonergan 2004).

7.3 Hepatotoxizitit

Alle zur Therapie der HIV-Infektion eingesetzten NRTIs sind potentiell hepatotoxisch.
Besonders starke Inhibitoren der Polymerase y, die so genannten D-Drugs Didanosin,
Stavudin und Zalcitabin, verursachen in Abhdngigkeit von der Dauer der Therapie eine
mtDNA-Depletion im Lebergewebe. Durch Hemmung der Fettsdureoxidation kommt es zur
Akkumulation von Fetttropfchen in den Zellen. Leberbiopsien zeigen histologisch eine
makro- und mikrovesikuldre Steatose mit verdnderten Mitochondrien (McKenzie et al.
1995). Eine mitochondriale Funktionsstérung kdnnte auch eine von mehreren moglichen
Ursachen in der Pathogenese einer Steatohepatitis mit erhohten Serumtransaminase-Werten
sein. Diese wurde bei einer Didanosin-Monotherapie beschrieben und kann, begleitet von

einer Laktatazidose, zum Leberversagen fithren (Walker 2006).
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7.4 Myopathie

Die erste Nebenwirkung, bei der als Ursache eine Funktionsstorung der Mitochondrien
aufgrund einer Therapie von HIV-infizierten Patienten mit NRTIs vermutet wurde, war
eine Myopathie (Cossarizza und Moyle 2004). Dieser Zusammenhang wurde erstmals bei
einer Therapie mit Zidovudin beschrieben (Arnaudo et al. 1991; White 2001). Meist kommt
es erst nach mehrmonatiger Therapie zu einer belastungsabhéngigen Skelettmuskel-
schwiche, zu Muskelschmerzen und zum Abbau von Muskelmasse, hiufig verbunden mit
einer Erhohung der Kreatinkinase. Seltener treten ernsthafte Erkrankungen wie eine
Rhabdomyolyse und eine hypertrophische Kardiomyopathie auf (Cossarizza und Moyle
2004). Durch Muskelbiopsie kann eine therapieinduzierte Myopathie histologisch von der
durch eine HIV-Infektion hervorgerufene Myopathie unterschieden werden (Brinkman et
al. 1998). Die Pathogenese dieser Myopathie ist weitgehend unklar. Die toxische Wirkung
von Zidovudin kommt vermutlich eher durch die Hemmung des Adenin-Nukleotid-
Translokators und der Adenylatkinase zustande als durch die Hemmung der Polymerase y
(Cossarizza und Moyle 2004). Der mtDNA-Gehalt in Skelettmuskelzellen therapienaiver
HIV-infizierter Patienten ist im Vergleich zu dem mtDNA-Gehalt gesunder Probanden

bzw. dem mit NRTIs therapierter Patienten verringert (Haugaard et al. 2005).

7.5 Hyperlaktatimie und Laktatazidose

NRTIs beeintridchtigen den aeroben Stoffwechsel in den Mitochondrien von Hepatozyten.
Ein damit verbundenes Defizit an ATP wird durch eine vermehrte Glykolyse ausgeglichen.
Kann das dabei entstehende Pyruvat in der oxidativen Decarboxylierung nicht ausreichend
abgebaut werden, entsteht vermehrt Laktat. Neben einer Erhéhung des Serumlaktat-Wertes
im Blut fiihrt die Schidigung der Mitochondrien auch zu einer verminderten
Laktatutilisation in Herz, Leber und Skelettmuskel (Walker 2004). Der anaerobe
Metabolismus kann zu einer Erhohung der H'-Ionen-Konzentration und damit zu einer
Azidose fithren (White 2001). Die Laktatazidose ist durch eine metabolische Azidose mit
einem pH-Wert im Serum unter 7,36 und einem Serumlaktatspiegel von iiber 5 mmol/l
charakterisiert. Die Laktathomoostase ist dekompensiert (John und Mallal 2002). Bei 14 %
der Patienten mit NRTI-Therapie trat pro Behandlungsjahr eine asymptomatische
Hyperlaktatdmie mit einer Laktatkonzentration von 2 - 5 mmol/l auf (Schiller 2004). John
und Mallal vermuten, dass die vermehrte Bildung von Laktat durch laktatsenkende

Mechanismen eines homoostatischen Systems ausgeglichen wird (John und Mallal 2002).
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Im Gegensatz zur Hyperlaktatimie ist das Auftreten einer Laktatazidose bei 0,7 % der
therapierten Patienten pro Behandlungsjahr relativ gering. Es wird jedoch von
lebensbedrohenden Organschddigungen berichtet. Zunichst sind die Symptome einer
Hyperlaktatimie und Laktatazidose sehr unspezifisch. Es kann zu Ubelkeit, Erbrechen,
rechtsseitigen Oberbauchschmerzen, Dyspnoe, Miidigkeit, Kridmpfen und Myalgien
kommen (Schiller 2004). Als besonders schiddigend hat sich der therapeutische Einsatz von

Stavudin und/oder Didanosin erwiesen (Schiller 2004).

7.6 Weitere klinische Manifestationen mitochondrialer Funktionsstorungen

HIV-infizierte Patienten haben aufgrund ihres Immundefektes und als Nebenwirkung einer
antiretroviralen Therapie ein erhohtes Risiko, an einer Pankreatitis zu erkranken (White
2001). Eine manifeste Pankreatitis tritt bei einer NRTI-Therapie, insbesondere mit
Didanosin, mit einer Haufigkeit von 0,8 pro 100 Behandlungsjahren auf. FEin
Zusammenhang zwischen einer Pankreatitis und einer mitochondrialen Funktionsstdrung
durch NRTIs wird vermutet, kann aber nicht sicher belegt werden. Das trifft auch fiir eine
mitochondriale Schiddigung von Nephronen zu. Tenofovir schadigt vermutlich die
Mitochondrien von Nierenzellen (Walker 2006).

Auch die Auswirkung einer Therapie mit NRTIs auf die Himatopoese ist noch weitgehend
ungeklart.

Ein Zusammenhang mit einer mitochondrialen Funktionsstorung bei weiteren
Nebenwirkungen einer antiretroviralen Therapie wie Allergien, Osteopenie, avaskuldre
Knochennekrosen, gastrointestinale Beschwerden und Diabetes mellitus ist bisher nicht

nachgewiesen.

8. Auswirkungen einer HIV-Infektion und einer antiretroviralen Therapie

auf die Mitochondrien von peripheren mononukleidren Blutzellen

8.1 Periphere mononukledre Blutzellen als Untersuchungsobjekt

Von besonderem Interesse und Inhalt dieser Arbeit sind die Auswirkungen einer HIV-
Infektion selbst und einer antiretroviralen Therapie auf die peripheren mononukledren
Blutzellen (PBMC, peripheral blood mononuclear cell). PBMCs eignen sich besonders gut
als Untersuchungsobjekt, da sie einen wichtigen Angriffspunkt fiir das HI-Virus und damit

auch fiir eine antiretrovirale Therapie darstellen. PBMCs sind mononukleédre Zellen wie
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Lymphozyten und Monozyten und besitzen Mitochondrien. Deshalb ermoglicht die
Untersuchung der mitochondrialen Funktion von PBMCs Aussagen iiber den Einfluss der
HIV-Infektion und einer antiretroviralen Therapie auf diese Zellen. Der mitochondriale
Zustand von PBMCs kann z.B. durch die Bestimmung des mtDNA-Gehalts oder durch die

Messung des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) untersucht werden.

8.2 Auswirkung einer HIV-Infektion auf die Mitochondrien von peripheren

mononukleiren Blutzellen

Eine HIV-Infektion kann hdmatologische Verdnderungen wie Andmie, Neutropenie und
Thrombozytopenie hervorrufen. Bei HIV-infizierten Patienten wird die CD4-Zellzahl
entweder direkt durch die Expression von HIV-Genen in infizierten Zellen oder indirekt
durch die Einleitung der Apoptose von nicht infizierten Zellen verringert. Infizierte Zellen
werden durch zytotoxische T-Zellen sowie durch eine durch Antikdrper verursachte
zelluldre Toxizitét zerstort (Gougeon und Montagnier 1999).

Durch eine HIV-Infektion kommt es auch zu einer verminderten Aktivitit der Komplexe
der Atmungskette und der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase und dadurch zu
einer eingeschrinkten Mitochondrienfunktion (Miro et al. 2004).

Mehrere Untersuchungen ergaben, dass bei HIV-infizierten, therapienaiven Patienten der
Gehalt an mtDNA im Vergleich zu dem gesunder Probanden erniedrigt war (Miura et al.
2003; de Mendoza et al. 2004; Maagaard et al. 2006).

Macho et al. stellten bei HIV-infizierten, therapienaiven Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden eine Verminderung des MMPs in PBMCs fest (Macho et al. 1995). Zu
dhnlichen Ergebnissen kamen Polo et al. bei der Messung des MMPs von PBMCs mit dem
JC-1-Assay. Der Anteil an Mitochondrien mit Dysfunktion war bei HIV-infizierten,
therapienaiven Patienten im Vergleich zu dem bei gesunden Probanden erhoht (Polo et al.
2003). Bei Patienten mit akutem HIV-Syndrom zeigten die PBMCs sowohl eine
Verminderung des MMPs als auch eine erhdhte Apoptoserate (Cossarizza et al. 1997).
Long-term-non-progressors (LTNP) wiesen im Vergleich zu Patienten mit AIDS eine

erniedrigte Apoptoserate und eine hoheres MMP auf (Moretti et al. 2000).
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8.3 Auswirkungen einer antiretroviralen Therapie auf die Mitochondrien von

peripheren mononukledren Blutzellen

Eine antiretrovirale Therapie fiihrt zu einem Anstieg der CD4-Zellzahl und vermindert die
Viruslast (Arnoult et al. 2003). Eine geringere Viruslast hat eine reduzierte Produktion von
HIV-Proteinen mit proapoptotischer Wirkung zur Folge (Jimenez et al. 2002). Sowohl die
Aktivierung des Immunsystems als auch die Apoptoserate der CD4-Zellen nehmen ab und
die Uberlebenszeit der CD4-Zellen wird verlingert (Bohler et al. 1999).

Die meisten Studien befassen sich mit den Auswirkungen einer antiretroviralen Therapie
auf die Mitochondrien von PBMCs durch Bestimmung des mtDNA-Gehalts. Die
Ergebnisse sind zum Teil widerspriichlich.

Bei HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten konnte im Vergleich zu HIV-
infizierten, therapienaiven Patienten unabhéngig vom Therapieregime keine Verdnderung
des mtDNA-Gehalts in PBMCs festgestellt werden (Chiappini et al. 2004; Maagaard et al.
2006).

Andere Studien lassen auf eine Depletion der mtDNA in PBMCs bei der Therapie mit
NRTIs schlieBen. HIV-infizierte, antiretroviral therapierte Patienten mit einer
symptomatischen Hyperlaktatimie wiesen einen verminderten mtDNA-Gehalt im
Vergleich zu therapienaiven Patienten und gesunden Probanden auf. Bei Abbruch der
Therapie normalisierte sich der Gehalt an mtDNA in den PBMCs wieder (Montaner et al.
2003). Eine Depletion der mtDNA erscheint bei der Therapie von Didanosin und/oder
Stavudin noch am wahrscheinlichsten (Montaner et al. 2003; Lopez et al. 2004). Patienten,
die mit Stavudin therapiert wurden, wiesen gegeniiber HIV-infizierten, antiretroviral
therapienaiven Patienten, deren mtDNA-Gehalt im Vergleich zu dem gesunder Probanden
bereits erniedrigt war, einen noch geringeren Gehalt an mtDNA auf. Der mtDNA-Gehalt
von HIV-infizierten Patienten mit einer antiretroviralen Therapie ohne Stavudin war jedoch
im Vergleich zu dem von therapienaiven Patienten erhoht (de Mendoza et al. 2004).
Untersuchungen von Casula et al. ergaben, dass bei HIV-infizierten Patienten 48 Wochen
nach Beginn einer antiretroviralen Therapie der mtDNA-Gehalt in den PBMCs angestiegen
war (Casula et al. 2005). Bei Cote findet sich eine tabellarische Ubersicht von Studien iiber
den Einfluss von NRTIs auf die mtDNA verschiedener Zelltypen (Cote 2005).

Der Einfluss einer antiretroviralen Therapie auf das MMP von PBMCs wurde bisher kaum

untersucht. Polo et al. konnten bei HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten im
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Vergleich zu HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten signifikant mehr
Mitochondrien in PBMCs mit einem erniedrigten MMP nachweisen (Polo et al. 2003).

Proteaseinhibitoren greifen nicht nur direkt in die Replikation des HI-Virus ein, sondern
beeinflussen auch durch ihre antiapoptotische Wirkung die HIV-Infektion. Sie verringern
die Expression von Regulatormolekiilen der Apoptose, hemmen die Kaspasen und
verhindern die Abnahme des MMPs (Miro et al. 2005). Nelfinavir wirkt durch die
Aufrechterhaltung des MMPs antiapoptotisch (Phenix et al. 2002). Die Folge ist bei

Lymphozyten eine verbesserte Funktion und eine verldngerte Lebensdauer.

9. Therapieansitze zur Verminderung mitochondrialer Schiadigungen

Eine antiretrovirale Therapie mit NRTIs verursacht bei HIV-infizierten Patienten mit
zunehmender Dauer Nebenwirkungen, die zum Teil auch auf einer Stérung der
Mitochondrienfunktion beruhen. Diese Nebenwirkungen sind nach Absetzen der
entsprechenden Medikamente zumindest teilweise reversibel. Ein Therapiewechsel von
Didanosin, Stavudin und Zalcitabin zu Inhibitoren geringerer Toxizitit wie Tenofovir,
Lamivudin, Emtricitabin oder Abacavir vermindert die Schidigung der Mitochondrien
(Cossarizza und Moyle 2004). Deshalb sollte als Ersttherapie moglichst eine Kombination
aus weniger toxischen Stoffen gewéhlt werden. Bei leichten Nebenwirkungen kann auch
eine Reduktion der Dosis oder eine kurze Therapiepause erwogen werden. Starke
Nebenwirkungen wie z.B. eine Laktatazidose erfordern ein sofortiges Absetzen der
antiretroviralen Medikamente.

Zur Priavention und Therapie von mitochondrialen Schidigungen durch NRTIs kénnen
eventuell bestimmte Zusatzstoffe eingesetzt werden. Dabei handelt es sich meist um
Nahrungsergidnzungsmittel und Vitamine. Der therapeutische Nutzen dieser Stoffe bei
mitochondrialen Schadigungen ist wissenschaftlich kaum erforscht. Auch sind die
Ergebnisse der Studien oft widerspriichlich (Brinkman und Kakuda 2000).

Ein neuartiger therapeutischer Ansatzpunkt ist der Einsatz von Uridin. Die Hemmung der
Atmungskette durch NRTIs bewirkt unter anderem eine Hemmung der
Dihydroorotatdehydrogenase (DHODH), die fiir die Synthese von Uridin in der Zelle
essentiell ist (Walker 2005) (Abbildung 5). Dadurch sinkt in den Mitochondrien der Gehalt
an Pyrimidinen, die aus Uridin synthetisiert werden. Dieser Mangel an mitochondrialen

Pyrimidinen wird durch die Zufuhr von Pyrimidinen aus dem Zytosol ausgeglichen. Dabei
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werden auch NRTIs mit Pyrimidinstruktur in das Mitochondrium transportiert und damit
die Konzentration der Pyrimidinanaloga erhdht. Diese hemmen wiederum die
Polymerase y, wodurch letztlich die mtDNA-Depletion verstirkt wird. Durch die
prophylaktische oder therapeutische Gabe von Uridin kann dieser Teufelskreis
unterbrochen und die Konzentration der mitochondrialen DNA in den Zellen erhdht werden
(Walker 2006). Die Uridinsubstitution wird vom Menschen auch in sehr hoher oraler oder
intravendser Dosierung gut vertragen. Eine Interaktion mit antiretroviralen Medikamenten

ist nicht gegeben (Koch et al. 2003).

Hemmung der

Polymerase y
/ durch NRTTs \

Relativer mtDNA-
NRTI-Exzess Depletion
Triacetyluridin
- / Atmungsketten-
Pyrimidinmangel Dysfunktion

Uridin
\ ¥ /
Hemmung der Inhibition

Uridinsynthese _ der DHODH

Abbildung 5: Vermuteter Mechanismus der Wirkung von Triacetyluridin bei der Therapie
mitochondrialer Schadigungen durch NRTIs (veridndert nach Walker 2005)

Die Substitution von Uridin reduzierte in vitro bei Hepatozyten Atmungskettendefekte,
erhohte den mtDNA-Gehalt und verhinderte auch den Zelltod. Die toxischen
Auswirkungen von Zidovudin auf die hdmatopoetischen Zellen im Knochenmark konnten
ebenfalls verringert werden (Sommadossi et al. 1988). Walker und Venhoff berichten, dass
der Einsatz von Uridin in vitro die negativen Auswirkungen einer Langzeittherapie mit

Stavudin, Zalcitabin oder Zidovudin auf Adipozyten vermindert. Das betrifft die
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Apoptoserate, die mtDNA-Depletion, Atmungskettendefekte und die Abnahme des MMPs
(Walker und Venhoft 2005).

Zurzeit wird die therapeutische Wirksamkeit von Uridin bei den verschiedensten
Erkrankungen untersucht. Dazu gehoéren Zystische Fibrose, Leberschidden, Karzinome,
diabetische Neuropathie, Storungen des Zucker- und Fettstoffwechsels und einige
Erkrankungen des Zentralnervensystems wie Schizophrenie und Parkinson (Connolly und
Duley 1999).

Die Bioverfiigbarkeit von Uridin ist relativ gering. Deshalb ist der Einsatz der Prodrug
Triacetyluridin = (2',3",5"-Tri-O-acetyluridin)  giinstig, da es kein Substrat der
Uridinphosphorylase darstellt und auch keinen Pyrimidintransporter fiir die Resorption
benoétigt. Triacetyluridin wird oral verabreicht, im Gastrointestinaltrakt gut resorbiert und
von unspezifischen Esterasen deacetyliert. Durch die Gabe von Triacetyluridin wird die
Konzentration von Uridin im Plasma signifikant erhoht. Es werden sogar kurzfristig

Konzentrationen von mehr als 100 uM im Plasma erreicht (Hidalgo et al. 2000).

10. Fragestellung und Zielsetzung

Der Einsatz hochwirksamer antiretroviraler Kombinationstherapien hat die Lebensqualitat
HIV-infizierter Patienten wesentlich verbessert und ihre Lebenserwartung erhoht.
Besonders bei einer Langzeittherapie mit antiretroviral wirkenden Medikamenten treten
jedoch unerwiinschte Nebenwirkungen auf. Diese beruhen vermutlich zum Teil auf der
Storung der Mitochondrienfunktion durch das HI-Virus selbst bzw. durch eine
antiretrovirale Therapie mit z.B. Nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
(NRTI). Derzeit sind aufgrund fehlender exakter Untersuchungsmethoden eindeutige
Aussagen tliber mitochondriale Schadigungen durch die Virusinfektion selbst oder durch
eine antiretrovirale Therapie noch nicht moglich.

Das Ziel von Forschungsarbeiten ist deshalb die Entwicklung einer einfach
durchzufiihrenden und gering invasiven Moglichkeit zur Bestimmung einer
mitochondrialen Funktionsstdrung.

Eine friihzeitige Erkennung mitochondrialer Schidigungen konnte die Messung des
mitochondrialen Membranpotentials (MMP) in peripheren mononukledren Blutzellen

(PBMC) mit dem JC-1-Assay ermdglichen. Mit dieser Untersuchungsmethode wire dann
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ein routineméBiger Teil im Screening von HIV-infizierten Patienten vor und wihrend einer
antiretroviralen Therapie vor allem mit NRTIs gegeben (Moyle 2000).

Eine grundlegende Aufgabe dieser Arbeit war der Nachweis der Reproduzierbarkeit der
Bestimmung des MMPs in PBMCs mit dem JC-1-Assay.

Ein Vergleich der Ergebnisse der Messung des MMPs bei gesunden Probanden und bei
HIV-infizierten, therapienaiven und antiretroviral therapierten Patienten sollte Aussagen
iiber die Schadigung der Mitochondrien von PBMCs durch eine HIV-Infektion sowie durch
eine antiretrovirale Therapie ermoglichen.

Um weitere Erkenntnisse liber den schddigenden Einfluss einer HIV-Infektion bzw. einer
antiretroviralen Therapie auf die Mitochondrien und die damit verbundenen
Nebenwirkungen zu gewinnen, miissen die Messdaten im Zusammenhang mit den
Ergebnissen klinischer, vor allem immunologischer Untersuchungen bei den betroffenen
Patienten betrachtet werden.

Zwei Nebenwirkungen, fiir deren Entstehen eine mitochondriale Schidigung durch eine
HIV-Infektion bzw. durch eine antiretrovirale Therapie angenommen werden kann, sind die
Lipodystrophie und die periphere Polyneuropathie. Sollten sich bei diesen Erkrankungen
auch Verdnderungen des MMPs von PBMCs zeigen, so konnte dies die Hypothese
erhérten.

Die Messung des MMPs von HIV-infizierten, bereits seit ldngerer Zeit antiretroviral
therapierten Patienten ermoglicht nur Aussagen {iiber die Auswirkungen einer
Langzeittherapie auf den Funktionszustand der Mitochondrien. Deshalb sollte auch der
Einfluss antiretroviral wirkender Medikamente auf das MMP bei HIV-infizierten,
antiretroviral therapienaiven vor und nach dreimonatiger antiretroviraler Therapie, also bei
einer Kurzzeittherapie, untersucht werden.

Um die Schidigung der Mitochondrien und die damit verbundenen Nebenwirkungen einer
antiretroviralen Therapie zu mindern, kann versuchsweise Triacetyluridin eingesetzt
werden. Eine weitere Aufgabe dieser Arbeit war deshalb im Rahmen einer Studie die
Messung des MMPs von PBMCs bei HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten
vor und nach einer sechsmonatigen Behandlung mit Triacetyluridin, bei denen vom
untersuchenden Arzt als Nebenwirkungen einer antiretroviralen Therapie eine periphere

Polyneuropathie und/oder eine Lipodystrophie diagnostiziert wurden.
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1. Material
1.1 Gerite
Absaug-System VacuSafe & VACUBOY | Integra Biosciences, Fernwald
Brutschrank HERAcell”
- Heraeus, Hanau
CO;-Gasflaschenmonitor | GM 2
FACS-Gerit FACScan Bec;ton Dickinson GmbH,
Heidelberg
Mikroskop Leica DM IL Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar
. ; Heidolph Instruments GmbH &
Mischgerit Reax 2 Co. KG, Schwabach
Research® (fix)
) Reference” (fix) Eppendorf AG, Hamburg
Pipetten . ®
Multipette™ plus
PIPETBOY acu Integra Biosciences, Fernwald
®
Schiittelgerét Vortex-Genie® 2 IKA™ Werke GmbH & Co. KG,
Staufen
Sicherheitswerkbank Safe 2010 Model 1.2 Heto-Holten, Allered, Danemark
) Centrifuge 5810 R Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifugen X . :
Rotanta/RPC Hettich AG, Béach, Schweiz
1.2 Verbrauchsmaterial
Aspirationspipetten 2,5 ml Peske, Aindlingen-Arnhofen
Combitips® plus 5ml Eppendorf AG, Hamburg
Einmalpipetten 2ml, 5ml, 10 ml, 25 ml | TPP AG, Trasadingen, Schweiz
5 ml Rundboden Becton Dickinson GmbH
™ R > ’
Falcon™ Rohrchen 12 x 75 mm Heidelberg
Objekttrager Kova®-Objekttriger 10 Hycor Biochemical GmbH,
Kassel
Pipettenspitzen 10 pl, 100 pl, 1000 pl Peske, Aindlingen-Arnhofen
Reaktionsgefall 3810 2 ml Eppendorf AG, Hamburg
Serumrohrchen 9 ml SARSTEDT AG & Co.,
S-Monovette” Niimbrecht
Zentrifugenréhrchen 15 ml PP, 50 ml PP TPP AG, Trasadingen, Schweiz
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1.3 Chemikalien und Reagenzien

5,5,6,6’-Tetrachloro-1,1’,3,3’-tetracthyl-
benzimidazolylcarbocyaniniodid (JC-1)

Molecular Probes, Leiden, Niederlande

FACSFlow™

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Carbonylcyanid-4-trifluoromethoxy-
phenylhydrazon (FCCP)

Dimethylsulfoxid (DMSO) > 99,5 %ig

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Dulbecco’s PBS (1x) ohne Ca*" und Mg
(DPBS)

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Ethanol, 96 %ig

Merck KGaA, Darmstadt

Biocoll/Ficoll Separating Solution

Biochrom AG, Berlin

fetales Kélberserum

Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640 mit L-Glutamin

PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Triacetyluridin

Quasana GmbH, Bad Soden

Néhrmedium fiir die Zellfarbung (Supplementiertes RPMI 1640):

100 ml RPMI 1640 mit L-Glutamin (300 mg/l)

1 ml Penicillin (100 U/ml)/Streptomycin (10 mg/ml)

5 ml fetales Kélberserum

JC-1 Stocklosung:

2 mg JC-1, geldst in 1 ml Dimethylsulfoxid (DMSO)

1.4 Software

CELLQuest™ Version 3.1

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Microsoft® Office Excel 2003

Microsoft® Office Word 2003

Microsoft Deutschland GmbH,
UnterschleiBheim

SPSS® Version 13.0

SPSS GmbH, Miinchen
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2.  Methoden
2.1 Gewinnung von peripheren mononukledren Blutzellen aus Vollblut

2.1.1  Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll

Die Zellen des Vollbluts konnen aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte durch die
Dichtegradientenzentrifugation {liber Ficoll aufgetrennt werden. Ficoll ist eine hydrophile
Polysaccharoselosung, die mit 1,077 g/ml eine hdhere Dichte als Lymphozyten, Monozyten
und Thrombozyten aufweist. Diese Dichte ist jedoch geringer als die von Erythrozyten und
Granulozyten. Zur Separation wird die Ficoll-Losung in ein Rohrchen pipettiert und mit
Vollblut tiberschichtet. Die Zentrifugation fiihrt aufgrund der spezifischen Eigenschaften
von Ficoll zur Ausbildung von Schichten, die verschiedene Zelltypen enthalten.
Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen sedimentieren durch die Ficoll-Schicht auf den
Boden des Rohrchens. Die mononukleédren Blutzellen (PBMC) sammeln sich entsprechend
ithrer spezifischen Dichte in einer Schicht zwischen Ficoll und dem Plasma an. Das Plasma
enthdlt die Thrombozyten. Der PBMC-Ring wird vorsichtig abpipettiert und die
mononukledren Zellen (Lymphozyten, Monozyten) durch mehrfaches Waschen mit einer

Pufferlosung (DPBS) gereinigt (Boyum 1984) (Abbildung 6).

Plasma, Thrombozyten

<«—PBMC - Ring —_—

+«— Ficoll —

Erythrozyten
Granulozyten

Abbildung 6: Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll



31
II. Material und Methoden

2.1.2  Durchfiihrung der Ficoll-Préparation

Jedem Studienteilnehmer werden aus einer peripheren Vene 9 ml Vollblut entnommen und
in einem Serumrdhrchen (S-Monovette®) langsam 5 min im Mischgerit Reax 2 gedreht.
Nach dem Gerinnen des Blutes werden ca. 3 bis 4 ml unkoaguliertes Blut, dessen
Thrombozytenzahl vermindert ist, in ein Zentrifugenréhrchen (15 ml) gegeben, mit
Dulbecco’s PBS (1x) ohne Ca*" und Mg*" (DPBS) auf 10 ml verdiinnt und durchgemischt
(Banas et al. 2004). In ein weiteres Zentrifugenrohrchen (15 ml) werden 4 ml Ficoll-
Trennlosung pipettiert. AnschlieBend schichtet man die Blut-DPBS-Mischung vorsichtig
auf die Ficoll-Trennldsung. Eine Vermischung der Phasen ist unbedingt zu vermeiden. Nun
wird das Rohrchen bei Raumtemperatur 20 min bei 1500 U/min ohne Bremse zentrifugiert.
Dabei werden die einzelnen Zellbestandteile des peripheren Blutes in Abhéngigkeit von
ihrer Dichte in Schichten aufgetrennt.

Der so gewonnene PBMC-Ring (ca. 2 ml) wird nach dem Absaugen des Plasmaanteils
vorsichtig abgenommen. Um ein moglichst reines PBMC-Pellet zu erhalten und die
nichtmononukledren Zellen zu entfernen, werden die PBMCs zweimal mit 8 ml DPBS-
Loésung 5 min bei Raumtemperatur bei 1000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird

jeweils abgesaugt.

2.2 Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials mit dem JC-1-Assay

2.2.1 Grundlagen des JC-1-Assays

Das mitochondriale Membranpotential kann mit Fluoreszenzfarbstoffen experimentell
bestimmt werden. Dazu eignet sich besonders der kationische Farbstoff 5,5°,6,6’-
Tetrachloro-1,1°,3,3’-tetraecthylbenzimidazolylcarbocyaniniodid (JC-1) (Abbildung 7). JC-1
dringt in die Mitochondrien ein und liegt bei einem niedrigen MMP in geringer
Konzentration als griin fluoreszierende, monomere Form mit einer Emission von Licht der
Wellenldnge 530 nm vor. Bei einem hohen Membranpotential bildet JC-1 rot
fluoreszierende J-Aggregate, die Licht der Wellenldnge 590 nm emittieren (Abbildung 8).
Die Anregungswellenldnge liegt bei 488 nm. Kommt es z.B. durch eine Verminderung des
mitochondrialen Stoffwechsels oder durch die Apoptose zu einer Erniedrigung des
mitochondrialen Membranpotentials, verschiebt sich die Fluoreszenzemission vom roten in
den griinen Bereich. Das MMP und damit der Zustand des Mitochondriums kann somit

durch das Verhiltnis von roter (Fluoreszenzkanal FL2) zu griiner (Fluoreszenzkanal FL1)



32
II. Material und Methoden

Fluoreszenzintensitit im FACS-Gerdt (FACS, Fluorescence Activated Cell Sorting)

gemessen werden (Reers et al. 1991; Cossarizza et al. 1993; Salvioli et al. 1997; Shapiro

2000).

CH, CH,
éHz éHz
cl N N cl
:I:::I: >P—CH=CH—CH::< :I:::I:
Cl Tﬁ * ﬁJ Cl
CH - CH
CH, CH;

Abbildung 7: Strukturformel von JC-1

Fluoreszenzemission

490 510 530 550 570 590 610 630 650
Wellenlénge (nm)

Abbildung 8: Emissionspektrum von JC-1 bei Anregung mit Licht der Wellenldnge
488 nm

Der JC-1-Assay hat sich als sehr geeignet fiir die Messung des MMPs erwiesen (Salvioli et
al. 1997; Griffiths 2000; Cossarizza und Moyle 2004). Die Bestimmung des MMPs von
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PBMCs wurde deshalb auch in dieser Arbeit mit dem JC-1-Assay durchgefiihrt. Als
Positivkontrolle wird das Protonophor Carbonylcyanid-4-trifluoromethoxyphenylhydrazon
(FCCP) eingesetzt (Sarkar et al. 2003; Verhoeven et al. 2005). FCCP erhoht den
Protoneneinstrom in die Mitochondrien und fiihrt zu einer vollstindigen Depolarisation.
Die Ergebnisse der Messungen mit dem JC-1-Assay nach Zugabe von FCCP werden zu
denen ohne Zugabe dieses mitochondrialen Entkopplers in Relation gesetzt. Damit werden

Einfliisse minimiert, die die Ergebnisse verfialschen konnten (Griffiths 2000).

2.2.2  Durchfiihrung der JC-1-Féarbung

Das gereinigte PBMC-Zellpellet aus der Ficoll-Priparation wird mit 1 ml
Supplementiertem RPMI 1640 gemischt. Ca. 5 pl der Losung werden in eine Zahlkammer
iibertragen und die Anzahl der Zellen bestimmt. Falls notig wird weiter Supplementiertes
RPMI 1640 zugegeben, bis eine Konzentration von 1 Million Zellen pro Milliliter vorliegt.
Je 1 ml der Suspension aus PBMCs und Supplementiertem RPMI 1640 wird in 2 FACS-
Rohrchen gegeben und jeweils mit 5 pl einer 3,08 mM JC-1-Losung gefdrbt, so dass das
JC-1 nach dem Vermischen in einer Konzentration von 15,4 umol/l (10 pg/ml) vorliegt.
Die geférbten Zellen werden nun 15 min bei 37 °C und 5 %igem CO,-Gehalt im Dunkeln
inkubiert. AnschlieBend transferiert man bei Raumtemperatur jeweils die Hélfte (500 pl)
der aufgewirbelten Zellsuspension in zwei weitere FACS-Rohrchen und zentrifugiert alle
vier Rohrchen bei 900 U/min 3 min lang ohne Bremse. Der Uberstand wird abgesaugt. Das
jeweilige Zellpellet wird in 500 pl DPBS resuspendiert und noch zweimal gewaschen.
Nach der Reinigung werden die geférbten Zellen in 400 pl DPBS resuspendiert und stehen

fiir weitere Untersuchungen zur Verfiigung.

2.3 Zelluntersuchungen mit der Durchflusszytometrie

2.3.1 Theoretische Grundlagen der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ermoglicht das Zdhlen und die Analyse von physikalischen und
molekularen Eigenschaften von Zellen, die in einem Fliissigkeitsstrom durch einen
Lichtstrahl treten. Eine wichtige Anwendung besteht in der Analyse bestimmter
Eigenschaften von Zellen, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert wurden. Die Zellen
passieren in einem Fliissigkeitsstrom hydrodynamisch fokussiert nacheinander einen

Laserstrahl. Dabei werden die Farbstoffe durch den Laser zur Emission von
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Fluoreszenzlicht angeregt, woraus verschiedene Eigenschaften der Zellen abgeleitet werden
konnen. Auch eine Sortierung der Zellen ist moglich. Zusétzlich streuen die Zellen das
auftreffende Licht. Auf diese Weise kann die Anzahl der Zellen bestimmt werden. Das in
Richtung des Laserstrahls gestreute Licht wird als Vorwirtsstreulicht (FSC, forward
scatter) bezeichnet und ist ein Mal} fiir die Zellgroe. Das im rechten Winkel zum
Laserstrahl gestreute Seitwértsstreulicht (SSC, sideward scatter) korreliert mit der
Granularitit der Zelle und gibt Aufschluss iiber die Grofe und Struktur des Zellkerns. Das
Fluoreszenzlicht der verschiedenen Fluorochrome wird durch Teilerspiegel und
farbselektive Bandpassfilter in Fluoreszenzspektren aufgetrennt und gelangt auf
photosensitive Detektoren, so genannte Photomultiplier. In der Regel stehen drei Sensoren
fiir die Wellenlédngen 530 nm (Fluoreszenzkanal FL1), 585 nm (Fluoreszenzkanal FL2) und
> 650 nm (Fluoreszenzkanal FL3) zur Verfiigung. Die Signale der Photomultiplier werden
verstarkt und konnen im Computer ausgewertet und dargestellt werden. Fiir die
durchflusszytometrische Analyse der PBMCs wurde der FACScan der Firma Becton

Dickinson mit einem Argonlaser der Wellenldnge 488 nm verwendet.

2.3.2  Durchfiihrung der Durchflusszytometrie

Nach der Durchfithrung der JC-1-Farbung liegen von jeder Blutprobe in vier FACS-
Rohrchen jeweils in 400 ul DPBS suspendierte PBMCs vor. Die PBMCs in den Réhrchen
werden gut aufgewirbelt. Der Inhalt von zwei dieser Rohrchen wird direkt mit dem
FACScan untersucht. Die beiden anderen Rohrchen werden als Positivkontolle 1 min vor
Messbeginn mit jeweils 16 pl einer FCCP-Ldsung (4 uM in 96 %igem Ethanol) versetzt.
Mit dem FACScan werden jeweils 10000 Zellen analysiert.

2.4 Auswertung der Durchflusszytometrie

Die Auswertung der Ergebnisse der Durchflusszytometrie erfolgte mit der Software
CELLQuest™. Die gewonnenen Daten werden in zweidimensionalen Histogrammen
dargestellt. Um moglichst nur gefirbte PBMCs auszuwerten, werden die gemessenen
Zellen in einem Punktehistogramm nach Granularitdit (SSC) und ZellgroBe (FSC)
aufgetragen. Auf die PBMC-Population wird ein Gate gelegt (Gate 1, Abbildung 9). Die in
diesem Gate eingeschlossenen Zellen werden in Abhéngigkeit von ihren
Fluoreszenzeigenschaften in ein weiteres Punktehistogramm {ibertragen. Auf die gut

gefdarbte PBMC-Population wird ein weiteres Gate gelegt (Gate 2, Abbildung 10). Eine
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gesunde Zellpopulation mit einem normalen MMP weist viele Zellen mit einem hohen FL2

und einem niedrigen FL1 auf.
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Abbildung 9: Punktehistogramm gefarbter Zellen, aufgetragen nach Granularitit (SSC)
und ZellgroBe (FSC)
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Abbildung 10: Punktehistogramm gefirbter Zellen, aufgetragen nach Fluoreszenz-
eigenschaften in FL2 (rot) und in FL1 (griin)

Mit CELLQuest™ wird der Median der Fluoreszenzkanile FL1 (griin) und FL2 (rot)
berechnet. Die Berechnung des MMPs ergibt sich aus dem Vergleich der
Fluoreszenzeigenschaften der PBMCs ohne und mit FCCP. Man erhélt sowohl fiir die
Messung ohne als auch mit FCCP einen Quotienten aus FL2 zu FLI1. Diese beiden
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Quotienten werden ins Verhéltnis gesetzt und mit 100 multipliziert. Es ergibt sich als Wert

fiir das MMP:

Median FL2 (ohne FCCP)/Median FL1 (ohne FCCP) .
Median FL2 (mit FCCP)/Median FL1 (mit FCCP)

MMP = 100

Das MMP wird als relativer Wert ohne Einheit angegeben.

2.5 Statistische Auswertung

Alle statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm SPSS® Version 13.0 (SPSS
GmbH) durchgefiihrt. Die statistische Analyse wurde bei mehr als 30 Daten und dem
Vorliegen einer Normalverteilung nach dem Kolmogorov-Smirnov-Test mit dem T-Test
bei ungepaarten und gepaarten Stichproben durchgefiihrt. Lag keine Normalverteilung vor
oder standen weniger als 30 Daten zur Verfiigung, wurde die Signifikanz mit dem Mann-
Whitney U Test sowie mit dem Wilcoxon-Test berechnet. Fiir den Vergleich von mehr als
zwei Gruppen wurde die Varianzanalyse (ANOVA) verwendet und bei signifikanten
Unterschieden die Untergruppen mit dem LSD post hoc-Test verglichen. Kategoriale
Variablen wurden in Kreuztabellen mit dem Chi-Quadrat-Test analysiert. Die Pearson-
Korrelation diente zur Berechnung des Korrelationskoeffizienten und der Signifikanz. Die
multivariate Analyse wurde mit einer linearen Regression im Riickwirts-Verfahren

durchgefiihrt. Bei einem p-Wert < 0.05 wurde statistische Signifikanz angenommen.
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[II. Ergebnisse

1. Charakterisierung der Studienteilnehmer

An der klinischen Studie zur Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials von
PBMCs nahmen im Zeitraum von Mai 2004 bis Juli 2005 insgesamt 79 Probanden teil. Die
71 HIV-infizierten Patienten wurden aus dem Patientenkollektiv der Infektionsambulanz
und Tagesklinik der Medizinischen Poliklinik des Klinikums der Ludwig-Maximilians-
Universitdit Miinchen rekrutiert. 8§ Mitarbeiter der Infektionsambulanz stellten sich als
gesunde Probanden zur Verfiigung.
Jeder Studienteilnehmer wurde auf folgende fiir diese Arbeit relevanten Laborparameter
untersucht:
Blutbild, Differentialblutbild, Aspartataminotransferase (AST), Alaninaminotransferase
(ALT), y-Glutamyltransferase (y-GT), Bilirubin gesamt, Alkalische Phosphatase (aP),
Cholesterin, Triglyceride (TG), High-Density-Lipoprotein-Cholesterin (HDL-Cholesterin),
Low-Density-Lipoprotein-Cholesterin (LDL-Cholesterin), Laktat, Albumin, Harnstoff,
Kreatinin, Creatinkinase (CK), Laktatdehydrogenase (LDH), C-reaktives Protein (CRP),
Thromboplastinzeit, Alkohol, Thyreotropin (TSH).
Der Body Mass Index (BMI) wurde mit der Formel Korpergewicht (kg) / Korperldnge? (m?)
berechnet.
Alle Patienten wurden im Rahmen einer drztlichen Untersuchung nach den Symptomen
einer Lipodystrophie (Lipoatrophie bzw. Lipohypertrophie) und einer peripheren
Polyneuropathie befragt. Die Ergebnisse wurden durch erfahrene Arzte bestitigt. Ebenso
wurde jeder Patient einmalig serologisch auf eine Hepatitis getestet.
Patienten mit einer opportunistischen Infektion wurden von der Studie ausgeschlossen. Bei
keinem Studienteilnehmer trat wahrend der Untersuchung eine opportunistische Infektion
auf.
Die Studienteilnehmer wurden in drei Gruppen eingeteilt:

« gesunde, HIV-negative Probanden als Kontrollgruppe (Gruppe I)

- HIV-infizierte, antiretroviral therapienaive Patienten (Gruppe II)

« HIV-infizierte, antiretroviral therapierte Patienten (Gruppe III).
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Die Kontrollgruppe (Gruppe I) setzte sich aus 8 gesunden, nicht HIV-infizierten Probanden
zusammen. 6 dieser Probanden waren ménnlich und 2 weiblich. Das Verhiltnis von
Mainnern zu Frauen entspricht nahezu dem der Gruppe I11.

Das Durchschnittsalter in dieser Gruppe betrug im Mittel 35,4 Jahre mit einer
Standardabweichung von 14,5 Jahren. Der Body Mass Index (BMI) war 22,6 + 1,8 kg/m?.
Die Messung des MMPs der PBMCs der gesunden Probanden ergab einen Wert von
854 +57.

Die Gruppe II bestand aus 13 HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten,
davon 12 Minner und eine Frau. Diese Geschlechterverteilung entspricht damit nicht dem
Verhiltnis der HIV-infizierten Méinner zu den HIV-infizierten Frauen von 4:1 in
Deutschland im Jahre 2005. Das Durchschnittsalter betrug 41,5 + 8,2 Jahre. Der BMI
wurde mit 23,4+ 7,4 kg/m*> gemessen. Die HIV-Infektion war durchschnittlich seit
72,2 + 86,5 Monaten bekannt. Als Zeitpunkt der Erstinfektion wurde das Datum des ersten
positiven HIV-Testes festgelegt.

Die CD4-Zellzahl betrug zu Beginn der Studie 253 + 133 Zellen/pl, der CD4-Nadir
180 + 110 Zellen/pl und die HI-Viruslast 100,1-10° + 164,9-10° Kopien/ml. Ein Patient litt
an einer peripheren Polyneuropathie. Die Hepatitisserologie zeigte bei einem Patienten eine
chronische Hepatitis B, bei einem weiteren Patienten eine chronische Hepatitis C. Die
Werte fiir die ALT und die AST lagen bei diesen beiden Patienten jedoch im Normbereich.
Die Patienten dieser Gruppe wiesen gegeniiber den gesunden Probanden einen signifikant
niedrigeren HDL-Cholesteringehalt auf (p = 0,002).

Die Messung des MMPs der PBMCs der HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven

Patienten ergab einen Wert von 646 + 116.

Gruppe III setzte sich aus 58 HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten
zusammen. Davon waren 43 ménnlich und 15 weiblich. Diese Geschlechterverteilung
entspricht relativ gut der epidemiologischen Geschlechterverteilung der HIV-Infizierten in
Deutschland. Das Durchschnittsalter betrug 46,6 = 10,7 Jahre, der BMI 24,1 + 3,4 kg/m>.
Damit waren die Patienten dieser Gruppe signifikant jiinger als die gesunden Probanden

(p=0,01). Die Patienten waren im Durchschnitt vor 146,9 + 61,1 Monaten HIV-positiv
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getestet worden. Die Gesamttherapiedauer betrug durchschnittlich 87,2 + 45,4 Monate, die
Dauer der aktuellen antiretroviralen Therapie 30,2 + 33,2 Monate. Die CD4-Zellzahl betrug
467 + 225 Zellen/ul. 44 der 58 HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten wiesen
eine Viruslast < 50 Kopien/ml auf. Fiir die statistischen Berechnungen wurde fiir diese 44
Patienten ein Wert von 50 Kopien/ml angenommen. Die Viruslast ergab deshalb bei den 58
HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten einen Wert von 2,7-103 + 12,5-103
Kopien/ml und war damit gegeniiber der Viruslast der HIV-infizierten, antiretroviral
therapienaiven Patienten signifikant erniedrigt (p <0,001). Die HIV-infizierten,
antiretroviral therapierten Patienten unterschieden sich von den gesunden Probanden durch
einen erhohten Cholesteringehalt (p = 0,01), ein erniedrigtes HDL-Cholesterin (p = 0,002)
und einen erhohten TG-Gehalt (p = 0,001) in signifikanter Weise.

27 Patienten dieser Gruppe gaben in der Anamnese die Symptome einer peripheren
Polyneuropathie und 33 Patienten die einer Lipodystrophie an. Diese Erkrankungen traten
bei den HIV-negativen Probanden nicht auf. Die Hepatitisserologie zeigte bei 4 Patienten
eine chronische Hepatitis B, bei 4 weiteren Patienten eine chronische Hepatitis C. Die AST
war bei allen 8 Patienten mit einer chronischen Hepatitis B oder Hepatitis C erhdht. Mit
einer Ausnahme war auch die ALT im Vergleich zu Patienten dieser Gruppe erhdht, die
nicht an einer Hepatitis erkrankt waren. Die HIV-infizierten, antiretroviral therapierten
Patienten der Gruppe III unterschieden sich in mehreren Kriterien signifikant von den HIV-
infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten der Gruppe II: Die Dauer der HIV-
Infektion war ldnger (p = 0,01), die CD4-Zellzahl hoher (p < 0,001), die Viruslast geringer
(p <0,001), der Himoglobinwert (p = 0,01), der Cholesteringehalt (p < 0,001) und der TG-
Gehalt (p <0,001) erhoht. Die Patienten der Gruppe III gaben signifikant hdufiger
Beschwerden in Form einer peripheren Polyneuropathie (p=0,011) oder -einer
Lipodystrophie (p < 0,001) im Vergleich zu den Patienten der Gruppe II an.

Die Messung des MMPs der PBMCs der HIV-infizierten, antiretroviral therapierten
Patienten ergab einen Wert von 695 + 71.

Samtliche Ergebnisse der Untersuchungen bei gesunden Probanden und HIV-infizierten,
antiretroviral therapienaiven und antiretroviral therapierten Patienten sind in Tabelle 2

dargestellt:



III. Ergebnisse

40

gesunde, HIV-

HIV-infizierte,

HIV-infizierte,

negative antiretroviral antiretroviral
Probanden therapienaive therapierte
(Gruppe 1) Patienten Patienten
(n=28) (Gruppe 1I) (Gruppe 11I)
(n=13) (n=158)
Alter (Jahre) 35,4+ 14,5 41,5+8.2 46,6 = 10,7
(min-max) (21-64) * (29-56) (24-73)
méinnlich/weiblich 6/2 12/1 43/15
BMI (kg/m?) 22,6 £1,8 234+74 24,1+3,4
HIV-Infektion (Monate) 72,2 + 86,5 146,9 £ 61,1
(min-max) i (0-239) * (4-264)
Laborwerte:

CD4-Zellzahl (Zellen/pl) 600-980 ° 253 £ 133 467 +225
(min-max) (14-460) * (58-1071)
CD4-Zellzahl (%) 43-54 % 17,1£7,2 24,6 + 10,0

(min-max) (8-33) * (4-49)
CD4-Nadir (Zellen/pl) 180+ 110 185 + 148
(min-max) i (1-371) (4-616)°
HIV-RNA «

(10° Kopien/ml) - 100,1 + 164,9 2,7+12,5
HIV-RNA,

< 50 Kopien/ml - 0713 44738
Hamoglobin (g/dl) 14,4+ 1,3 13,6 £1,7 * 14,8 + 1,4
Leukozyten

(10° Zellen/pl) 6,4 +1,8 4,7+23 5,8+2,0
Laktat (mmol/l) 1,00 £ 0,23 1,23 £ 0,56 1,48 £0,75
Cholesterin (mg/dl) 179,38 £24,62 *  160,15+22,11 * 211,86 + 54,37
HDL-Cholesterin 61,75£2301%%  3562+1024 43,02+ 1432
(mg/dl)

LDL-Cholesterin (mg/dl) 100 £ 22,32 105,46 + 16,08 119,04 + 43,87
TG (mg/dl) 89 +£20,32 * 94,46 + 34,19 * 273,55 + 283,57
ALT/GPT (U/N) 24,86 + 7,85 34,92 + 24,79 38,22 £ 27,78
AST/GOT (U/) 24,00 + 5,89 30,46 + 12,64 36,67 + 20,80

Nebenwirkungen:

periphere Poly- 0/8 * 113 % 27/58
neuropathie

Lipodystrophie 0/8 * 0/13 * 33/58
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gesunde, HIV-

HIV-infizierte,

HIV-infizierte,

negative antiretroviral antiretroviral
Probanden therapienaive therapierte
(Gruppe 1) Patienten Patienten
(n=28) (Gruppe 1I) (Gruppe 11I)
(n=13) (n=58)
Gesamttherapiedauer
(Monate) - - 87,2+45,4
Dauer der aktuellen
Therapie (Monate) ) ) 30,2:£33,2
aktuelle Therapie mit
Didanosin und/oder - - 20/58
Stavudin
Dauer der aktuellen
Therapie mit Didanosin
und/oder Stavudin i i 13,9+30.3
(Monate)
hepatitisserologische
Untersuchungen:
chronische Hepatitis B 0/8 1/13 4/57
chronische Hepatitis C 0/8 1/13 4/57
mitochondriales 854+ 57 646+ 116 695 + 71
. p (795-974) * * (503-858) (547-866)
(min-max)

p < 0,05 vs. HIV-infizierte, antiretroviral therapienaive Patienten

bei 49 von 58 Patienten gemessen
nach Neumeister und Briickel 2003

#
* p <0,05 vs. HIV-infizierte, antiretroviral therapierte Patienten
$
§

Tabelle 2: Untersuchungsergebnisse in den Gruppen I bis 111

2. Gruppen I bis III und mitochondriales Membranpotential

Die Untersuchung des MMPs der PBMCs ergab bei den gesunden Probanden der Gruppe I

ein MMP von 854 + 57, bei den HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten der

Gruppe I ein MMP von 646 + 116 und bei den HIV-infizierten, antiretroviral therapierten

Patienten der Gruppe III ein MMP von 695 + 71.

Die gesunden Probanden hatten ein signifikant hoheres MMP als die HIV-infizierten,

antiretroviral therapienaiven Patienten (p < 0,001) und als die HIV-infizierten, antiretroviral
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therapierten Patienten (p <0,001). Das MMP der HIV-infizierten, antiretroviral
therapierten Patienten war im Vergleich zu dem MMP der HIV-infizierten, antiretroviral
therapienaiven Patienten leicht, jedoch nicht signifikant erh6ht (p = 0,165) (Abbildung 11).
Wird das MMP der PBMCs der gesunden Probanden als 100 % angesetzt, ergibt sich
daraus fiir die HIV-infizierten, therapienaiven Patienten eine Verringerung des MMPs auf
75,6 %. Bei den HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten ist dieser Wert wieder

leicht auf 81,7 % erhoht.
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n=8 (Gruppe 1) (Gruppe III)
n=13 n=58

Abbildung 11: Mitochondriales Membranpotential in den Gruppen I bis III (Boxplot-
Darstellung)
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3. Laborwerte und mitochondriales Membranpotential

3.1 (CD4-Zellzahl und mitochondriales Membranpotential

Bei allen 71 HIV-infizierten Patienten zeigte sich eine hoch signifikante Pearson-
Korrelation der CD4-Zellzahl mit dem MMP der PBMCs (r = 0,326; p = 0,005), dargestellt

in Abbildung 12 unter Mitverwendung einer Regressionslinie.
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Abbildung 12: Korrelation des mitochondrialen Membranpotentials mit der CD4-Zellzahl
bei allen 71 HIV-infizierten Patienten

In der Gruppe II der HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten konnte keine
Korrelation zwischen der CD4-Zellzahl und dem MMP der PBMCs nachgewiesen werden
(r=10,291; p = 0,334). Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass die n-Zahl der Patienten

dieser Gruppe relativ klein ist.
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Bei den 58 HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten der Gruppe III besteht eine
Korrelation zwischen der CD4-Zellzahl und dem MMP der PBMCs (r = 0,286; p = 0,03)
(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Korrelation des mitochondrialen Membranpotentials mit der CD4-Zellzahl

bei den 58 HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten

Unterteilt man die HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten in Abhdngigkeit
von der CD4-Zellzahl nochmals in drei Gruppen, Gruppe 1 mit einer CD4-Zellzahl < 200
Zellen/pl, Gruppe 2 mit einer CD4-Zellzahl von 200 — 499 Zellen/pl, und Gruppe 3 mit
einer CD4-Zellzahl > 500 Zellen/pl, so ergibt sich fiir die Gruppe 1 ein MMP von 654 + 40,
fiir die Gruppe 2 ein MMP von 676 + 77 und fiir die Gruppe 3 ein MMP der PBMCs von
726 + 60. Untersuchungen mit der Varianzanalyse zeigten ein Signifikanzlevel von
p=0,01. Der LSD post hoc-Test ergab keine Signifikanz der MMPs zwischen Gruppe 1
und Gruppe 2 (p = 0,434), aber ein signifikant hoheres MMP der Gruppe 3, sowohl im
Vergleich zu Gruppe 1 (p = 0,015) als auch zu Gruppe 2 (p = 0,011) (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Zusammenhang des mitochondrialen Membranpotentials mit der CD4-
Zellzahl bei den 58 HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten

(Boxplot-Darstellung)

3.2 (CD4-Nadir und mitochondriales Membranpotential

Der CD4-Nadir ist die geringste beim Patienten jemals gemessene CD4-Zellzahl. Er konnte
bei allen HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten ermittelt werden und
zeigte eine hoch signifikante lineare Korrelation mit dem MMP der PBMCs (r = 0,767;
p = 0,002) (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Korrelation des mitochondrialen Membranpotentials mit dem CD4-Nadir

bei den 13 HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten

Die HIV-infizierten, therapienaiven Patienten wurden in eine Gruppe mit einem niedrigen
CD4-Nadir (< 150 Zellen/pul) mit dem MMP von 549 + 49, eine Gruppe mit einem
mittleren CD4-Nadir (150 — 300 Zellen/pl) mit dem MMP von 669 + 91, und eine Gruppe
mit einem hohen CD4-Nadir (> 300 Zellen/pl) mit dem MMP der PBMCs von 817 + 59
unterteilt. Bei der Varianzanalyse zeigte sich eine Signifikanz von p=0,004. Die
Untersuchung dieser Gruppen mit dem LSD post hoc-Test ergab ein signifikant hoheres
MMP bei einem hohen CD4-Nadir im Vergleich zu dem MMP bei einem mittleren
(p =0,034) bzw. einem niedrigen CD4-Nadir (p = 0,001). Patienten mit einem mittleren
CD4-Nadir wiesen ebenfalls ein signifikant hoheres MMP ihrer PBMCs im Vergleich zu
dem MMP bei Patienten mit einem niedrigen CD4-Nadir auf (p = 0,022) (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Zusammenhang des mitochondrialen Membranpotentials mit dem CD4-
Nadir bei den 13 HIV-infizierten, therapienaiven Patienten (Boxplot-

Darstellung)

In der Gruppe der HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten wurde der CD4-
Nadir nur bei 49 der 58 Patienten dokumentiert. Bei den HIV-infizierten, antiretroviral
therapierten Patienten konnte kein Zusammenhang zwischen dem CD4-Nadir und dem

MMP der PBMCs festgestellt werden.

3.3 Viruslast und mitochondriales Membranpotential

Bei den HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten korrelierte die Hohe der
Viruslast signifikant negativ mit dem MMP (r = -0,599; p = 0,03). Eine Erh6hung der
Viruslast geht mit einer Reduktion des MMPs der PBMCs einher (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Korrelation des mitochondrialen Membranpotentials mit der Viruslast bei
den 13 HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten

(halblogarithmische Darstellung)

Die Untersuchung der HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten ergab keine
Korrelation der Viruslast mit dem MMP der PBMCs. Werden die HIV-infizierten,
antiretroviral therapierten Patienten mit einer Viruslast < 50 Kopien/ml nicht
berticksichtigt, ist eine Linearitdt der Viruslast mit dem MMP ebenfalls nicht nachweisbar.
Die 58 HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten, einschlieBlich der Patienten
mit einer Viruslast < 50 Kopien/ml, wiesen mit 2,7-10° £ 12,5-10° Kopien/ml eine
signifikant erniedrigte Viruslast im Vergleich zu den HIV-infizierten, antiretroviral
therapienaiven Patienten mit 100,1-10° + 164,9-10° Kopien/ml auf (p < 0,001).

Werden alle 71 HIV-infizierte Patienten betrachtet, korrecliert das MMP der PBMCs

signifikant mit der Hoéhe der Viruslast (r =-0,429; p < 0,001).
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3.4 Laktat-Wert und mitochondriales Membranpotential

Der Laktat-Wert der HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten der Gruppe 11
unterschied sich mit 1,23 + 0,56 mmol/l nicht signifikant vom Laktat-Wert von 1,00 + 0,23
mmol/l der gesunden Probanden der Gruppe I (p = 0,595) bzw. vom Laktat-Wert von
1,48 £ 0,75 mmol/l der HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten der Gruppe III
(p = 0,227). Der Laktat-Wert der HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten war
gerade nicht mehr signifikant hoher als der Laktat-Wert der gesunden Probanden
(p =0,062). In keiner der untersuchten Gruppen korrelierte der Laktat-Wert mit dem MMP
der PBMCs. Auch bei den mit Didanosin und/oder Stavudin therapierten Patienten war der
Laktat-Wert von 1,54 + 0,74 mmol/l im Vergleich zu dem Laktat-Wert von
1,44 + 0,77 mmol/l bei Patienten, die nicht mit diesen NRTIs behandelt wurden, nicht
signifikant erhoht (p = 0,416).

4. Antiretrovirale Therapie und mitochondriales Membranpotential

Zur Untersuchung kamen insgesamt 58 HIV-infizierte, antiretroviral therapierte Patienten.
Bei den unterschiedlichsten Mehrfachtherapien wurden Nukleosidische Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren (NRTT), Nicht-Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
(NNRTI) und Proteaseinhibitoren (PI) eingesetzt (Tabelle 3). Die Gesamttherapiedauer
betrug im Durchschnitt 87,2 + 45,4 Monate, die Dauer der aktuellen Therapie 30,2 + 33,2
Monate. Sowohl bei der Gesamttherapiedauer (r = 0,087; p = 0,515) als auch bei der Dauer
der aktuellen Therapie (r = 0,182; p = 0,172) zeigte sich keine Korrelation mit dem MMP
der PBMCs.

Von den insgesamt 58 HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten wurden 8 mit
Didanosin, 6 mit Stavudin und 6 mit diesen beiden in vitro auf Mitochondrien besonders
schddigend wirkenden NRTIs therapiert. Im Mittel betrug die Dauer der aktuellen Therapie
mit Didanosin und/oder Stavudin 13,9 + 30,3 Monate. Das MMP der PBMCs von 690 + 92
bei 8 nur mit Didanosin bzw. das MMP von 729 =+ 35 bei 6 nur mit Stavudin therapierten
Patienten unterschied sich vom MMP von 695 + 76 bei den 37 Patienten, die mit anderen

NRTIs therapiert wurden, nicht in signifikanter Weise (p = 0,883 bzw. p = 0,282).



50
III. Ergebnisse

Anzahl der jeweils

therapierten
Patienten
Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren: 57
Abacavir 13
Didanosin 14
Emtricitabin 2
Lamivudin 37
Stavudin 12
Tenofovir 31
Zalcitabin 0
Zidovudin 7
Nicht-Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren: 22
Efavirenz 14
Nevirapin 8
Proteaseinhibitoren: 35
Atazanavir
Indinavir 2
Lopinavir/Ritonavir 12
Nelfinavir 6
Ritonavir 15
Saquinavir 9

Tabelle 3: Eingesetzte antiretrovirale Substanzen und Anzahl der mit dem jeweiligen

Medikament therapierten Patienten

Der Vergleich zwischen dem MMP von 669 + 35 bei 6 Patienten, die gleichzeitig mit
diesen beiden NRTIs therapiert wurden, mit dem MMP von 695 + 76 bei den 37 Patienten,
die mit NRTIs ohne Didanosin und/oder Stavudin therapiert wurden, ergab eine leichte,
jedoch nicht signifikante Verringerung des MMPs der PBMCs (p = 0,193).

35 Patienten wurden mit einem Proteaseinhibitor (PI) therapiert. Die Messung des MMPs
threr PBMCs ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den Patienten mit
(704 £ 66) und ohne (680 =+ 77) PI-Therapie (p = 0,205). AuBerdem bestand keine
Korrelation zwischen der Dauer der aktuellen PI-Therapie und dem MMP (r = 0,276;
p=0,109).
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22 Patienten wurden mit einem Nicht-Nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitor
(NNRTI) therapiert. Die Messung des MMPs ihrer PBMCs ergab keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Patienten mit (692 +73) und ohne (696 + 71) NNRTI-Therapie
(p = 0,828). Es konnte auch keine Korrelation zwischen der Dauer der aktuellen Therapie
und dem MMP festgestellt werden (r = 0,114; p = 0,614).

Bei den iibrigen in der Tabelle 3 aufgefiihrten antiretroviralen Substanzen unterschied sich
das MMP der PBMCs der mit dem jeweiligen Inhibitor therapierten Patienten in keinem

Fall von dem MMP der Patienten, die nicht mit diesem Inhibitor therapiert wurden.

5. Infektionsdauer und mitochondriales Membranpotential

Bei den antiretroviral therapienaiven Patienten zeigte die Dauer der HIV-Infektion eine
signifikante lineare Korrelation mit dem MMP der PBMCs (r = 0,608; p = 0,027). Eine
kurze Infektionsdauer geht mit einem niedrigen MMP einher. Das MMP steigt jedoch mit
Zunahme der Infektionsdauer wieder an. In diesem Zusammenhang muss jedoch
berticksichtigt werden, dass der tatsdchliche Zeitpunkt der Infektion nicht zu ermitteln war
und deshalb die Infektionsdauer ab dem Zeitpunkt des ersten positiven HIV-Testes
gerechnet wurde.

Bei den HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten ergab sich keine Korrelation

zwischen der Infektionsdauer und dem MMP ihrer PBMCs.

6. Lipodystrophie, periphere Polyneuropathie und mitochondriales

Membranpotential

33 von 58 HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten wurden im Rahmen einer
Untersuchung nach den Symptomen einer Lipodystrophie befragt und die Ergebnisse durch
einen erfahrenen Arzt dokumentiert. Die Messung des MMPs der PBMCs ergab keinen
signifikanten Unterschied bei Patienten mit Lipodystrophie (690 + 69) im Vergleich zu
Patienten ohne Lipodystrophie (701 + 74). Bei der Unterteilung der HIV-infizierten,
antiretroviral therapierten Patienten in Patienten mit isolierter Lipoatrophie bzw. isolierter
Lipohypertrophie ergab sich im Vergleich zu Patienten ohne die Zeichen einer
Lipodystrophie ebenfalls kein signifikanter Unterschied im MMP. Patienten, die ldnger
antiretroviral therapiert wurden, wiesen signifikant héufiger die Symptome einer

Lipodystrophie auf (p = 0,019). Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auftreten
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einer Lipodystrophie mit den Faktoren Alter, Geschlecht, Infektionsdauer, CD4-Zellzahl,
CD4-Nadir, Viruslast, Dauer der aktuellen Therapie und BMI konnte bei den
Untersuchungen nicht festgestellt werden.

Das MMP der PBMCs von 27 antiretroviral therapierten Patienten, die an einer peripheren
Polyneuropathie litten (703 + 69), unterschied sich ebenfalls nicht signifikant vom MMP
von 31 Patienten ohne die Symptomatik einer peripheren Polyneuropathie (687 & 73).
Altere (p = 0,005), bereits seit lingerer Zeit HIV-infizierte (p < 0,001), linger antiretroviral
(p = 0,002) und nicht mit Didanosin und/oder Stavudin therapierte (p <0,001) Patienten
litten signifikant hdufiger an einer peripheren Polyneuropathie. Zwischen den Faktoren
Geschlecht, CD4-Zellzahl, CD4-Nadir, Viruslast, Dauer der aktuellen Therapie und BMI
konnte kein signifikanter Zusammenhang mit dem Auftreten einer peripheren

Polyneuropathie festgestellt werden.

7. Chronische Hepatitis C-Infektion und mitochondriales Membranpotential

4 von 57 HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten wiesen eine chronische
Hepatitis C auf. Das MMP ihrer PBMCs von 651 + 72 war im Vergleich zu dem MMP von
700 £ 70 der iibrigen Patienten dieser Gruppe ohne chronische Hepatitis C zwar erniedrigt,
jedoch nicht in signifikanter Weise (p = 0,194). Bei den Patienten mit einer chronischen
Hepatitis C konnte eine signifikante Erhohung der AST (p < 0,001) festgestellt werden. Die
Erhohung der ALT (p=0,134) war nicht signifikant. Genauere Aussagen {iiber den
Zusammenhang des MMPs von PBMCs und einer Koinfektion mit Hepatitis C- und HI-
Viren bei therapienaiven bzw. antiretroviral therapierten Patienten sind aufgrund der

kleinen Zahl an untersuchten Patienten nicht moglich.

8.  Geschlecht und mitochondriales Membranpotential

Die Gruppe I bestand aus 6 ménnlichen und 2 weiblichen gesunden Probanden. Das MMP
der PBMCs der minnlichen Probanden war mit 854 + 57 gegeniiber dem MMP der
weiblichen Probanden mit 827 + 27 etwas erhoht, jedoch nicht signifikant (p = 0,429).

In der Gruppe II der HIV-infizierten, therapienaiven Patienten wiesen die 12 ménnlichen
Studienteilnehmer ein MMP von 657 + 113 auf. Die Messung des MMPs der PBMCs der

einzigen Frau dieser Patientengruppe ergab einen Wert von 502.
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In der Gruppe III der HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten betrug das MMP
der PBMCs der 43 miénnlichen Teilnehmer 705 + 72 und war damit im Vergleich zu dem
MMP der 15 weiblichen Teilnehmer mit ecinem Wert von 666 + 60 leicht, aber nicht
signifikant erhoht (p =0,064). Die weiblichen Teilnehmer waren in dieser Gruppe mit
einem Durchschnittsalter von 40,2 Jahren signifikant jiinger als die mannlichen Teilnehmer
mit einem Durchschnittsalter von 48,8 Jahren (p = 0,002). Der Anteil an Frauen mit der
Symptomatik einer Lipodystrophie war im Vergleich zum Anteil der Ménner mit

Lipodystrophie leicht, aber nicht signifikant erhoht (p = 0,067).

9. Multivariate Analyse

Die multivariate Analyse mit dem MMP als abhingige Variable bezog alle
Studienteilnehmer mit ein. Als unabhédngige Variable wurden Parameter gewihlt, die in der
univariaten Analyse signifikant waren. Weitere wichtige klinische Parameter, von denen
ein Einfluss auf das MMP angenommen werden kann, flossen ebenfalls in die multivariate
Analyse ein. Als feste unabhingige Variable wurde die Gruppenzugehorigkeit (Gruppe I, 11
oder II) gewdhlt. Zur Durchfiihrung der multivariaten Analyse wurden verschiedene
Modelle herangezogen.

In der Riickwirtsselektion der linearen Regression wurden als unabhéngige Variable das
MMP, als abhingige Variablen die Gruppenzugehdrigkeit, die Dauer der Therapie, das
Geschlecht, die CD4-Zellzahl, die Viruslast und die Infektionsdauer gewéhlt. Die Analyse
schloss die Gruppenzugehorigkeit, die Therapie- sowie die Infektionsdauer als nicht
signifikant aus. Fiir eine modellhafte Erklérung eines signifikant niedrigeren MMPs kénnen
folgende Faktoren herangezogen werden: eine verringerte CD4-Zellzahl (p = 0,001), eine
erhohte Viruslast (p <0,001) und das weibliche Geschlecht (p = 0,031) (Tabelle 4).
Folgende Faktoren hatten keinen signifikanten Einfluss auf das MMP der PBMCs: Alter,
Infektionsdauer, CD4-Nadir, Art der antiretroviralen Therapie, Dauer der aktuellen
Therapie, Therapiedauer mit NRTIs, Dauer der aktuellen Therapie mit Didanosin und/oder
Stavudin, Nebenwirkungen wie Lipodystrophie und periphere Polyneuropathie, BMI,
Laktat-, Fett- und Leberwerte sowie eine chronische Hepatitis B- oder Hepatitis C-

Infektion.
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Koeffizienten (a)
Nicht standardisierte Stirilsrigdl_
Modell Kocffizienten Koeffizienten
B b | Bem | T REF
1| (Konstante) 542,129 75,527 7,178 ,000
Gruppenzugehorigkeit 7,341 19,228 ,060 ,382 ,704
Geschlecht 45,237 19,377 ,246 | 2,335 ,023
Infektionsdauer (Monate) ,109 ,161 ,095 ,672 ,504
CD4-Zellzahl (Zellen/pl) ,118 ,037 ,347 | 3,203 ,002
Therapiedauer (Monate) ,159 ,204 ,L100 , 782 ,438
Viruslast (103 Kopien/ml) -,280 ,115 -,290 | -2,440 ,018
2 | (Konstante) 568,196 32,045 17,731 ,000
Geschlecht 43,907 18,920 ,239 1 2,321 ,024
Infektionsdauer (Monate) ,140 ,137 1231 1,021 ,331
CD4-Zellzahl (Zellen/pl) ,120 ,036 ,352 | 3,307 ,002
Therapiedauer (Monate) ,187 ,189 117 ,993 ,325
Viruslast (103 Kopien/ml) -,289 111 -,299 | -2,590 ,012
3 | (Konstante) 574,738 31,356 18,330 ,000
Geschlecht 42,711 18,879 232 2,262 ,027
Infektionsdauer (Monate) ,191 ,128 ,167 1 1,495 ,140
CD4-Zellzahl (Zellen/pl) ,127 ,036 ,370 | 3,529 ,001
Viruslast (10 Kopien/ml) -,307 ,110 -,318 | -2,796 ,007
4 | (Konstante) 604,488 24,476 24,697 ,000
Geschlecht 42,127 19,068 2291 2,209 ,031
CD4-Zellzahl (Zellen/pl) ,122 ,036 ,357| 3,381 ,001
Viruslast (10 Kopien/ml) -,375 ,101 -,389 | -3,711 ,000
(a) Abhédngige Variable: Membranpotential

Tabelle 4: Multivariate Analyse aller Studienteilnehmer

10. Kurzzeittherapie und mitochondriales Membranpotential

Bei 6 Patienten der Gruppe II der insgesamt 13 HIV-infizierten, antiretroviral
therapienaiven Patienten wurde gemdf den deutsch-Osterreichischen Leitlinien zur
antiretroviralen Therapie der HIV-Infektion mit einer antiretroviralen Therapie begonnen
(Arastéh K 2005). Bei diesen 6 Patienten waren die CD4-Zellzahl mit 169 + 134 Zellen/ul
(p = 0,035), der CD4-Nadir mit 89 + 70 Zellen/ul (p = 0,001) und die Infektionsdauer mit
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28,8 £ 10,8 Monaten (p =0,022) signifikant niedriger als bei den restlichen 7 Patienten
dieser Gruppe. Die Viruslast war mit 198,8-10° + 208,3-10° Kopien/ml leicht, jedoch nicht
signifikant gegeniiber der Viruslast von 15,5-10° +4,1-10° Kopien/ml bei den Patienten
erhoht, die nicht einer antiretroviralen Therapie unterzogen wurden. Diese Beobachtungen
héngen vermutlich mit der relativ geringen Zahl der untersuchten Patienten zusammen. Zu
Beginn der Therapie wiesen diese 6 Patienten mit 555 + 46 ein signifikant niedrigeres
MMP ihrer PBMCs auf als die 7 antiretroviral therapienaiven Patienten dieser Gruppe mit
einem MMP von 723 + 101 (p = 0,005).

Die Initialtherapie bestand bei drei Patienten aus einer Kombination von Tenofovir,
Lamivudin und Lopinavir/Ritonavir, bei zwei weiteren Patienten aus einer Kombination
von Tenofovir, Emtricitabin und Efavirenz. Ein Patient wurde mit Lamivudin, Abacavir
und Efavirenz behandelt. Alle untersuchten Patienten wiesen zum Zeitpunkt der Messung
des MMPs ihrer PBMCs weder eine chronische Hepatitis B- noch eine Hepatitis C-
Infektion auf.

Nach dreimonatiger Therapie zeigte sich bei allen 6 Patienten eine signifikante
Verringerung der Viruslast von 198,8-10° +208,3-10° Kopien/ml auf 0,4-10° + 0,810’
Kopien/ml (p = 0,028). Bei 2 dieser Patienten sank die Viruslast nach der Kurzzeittherapie
auf < 50 Kopien/ml. Fiir die statistischen Berechnungen wurde fiir diese beiden Patienten
ein Wert von 50 Kopien/ml angenommen. Bei 5 Patienten kam es zu einem Anstieg, bei
einem Patienten zu einer Abnahme der CD4-Zellzahl. Insgesamt stieg die durchschnittliche
CD4-Zellzahl von 169 + 134 Zellen/ul auf 269 + 104 Zellen/ul an. Die Zunahme ist jedoch
nicht signifikant. Der Gehalt an Cholesterin bzw. an LDL-Cholesterin erhdhte sich nach
dreimonatiger antiretroviraler Therapie in signifikanter Weise (p = 0,028 bzw. p = 0,028).
Das Erscheinungsbild der Patienten beziiglich einer peripheren Polyneuropathie und einer
Lipodystrophie blieb unverindert.

Bei allen 6 antiretroviral therapierten Patienten erhohte sich das MMP der PBMCs nach
dreimonatiger Kurzzeittherapie in signifikanter Weise von 555 + 46 auf 715 + 44
(p=0,001) (Abbildung 18, S. 58). Bei linearer Korrelation konnte kein Zusammenhang
zwischen dem MMP der PBMCs und der Verdnderung der Viruslast, des
Cholesteringehaltes und des LDL-Cholesterins festgestellt werden.

Die multivariate Analyse ergab bei einem erhohten MMP eine signifikante Verringerung
der Viruslast (p = 0,01) und eine Erh6hung der CD4-Zellzahl (p = 0,031). Ein signifikanter

Zusammenhang zwischen dem MMP der PBMCs und weiteren Faktoren wie LDL-
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Cholesterin- und Cholesteringehalt, die sich durch die Therapie signifikant verdndert
hatten, ist nicht gegeben.

Die 6 HIV-infizierten Patienten aus der Gruppe II wiesen nach dreimonatiger
antiretroviraler Therapie im Vergleich zu den 58 HIV-infizierten, langzeitig antiretroviral
therapierten Patienten der Gruppe III folgende Unterschiede auf: Das MMP war mit
715 +£44 gegeniiber 695 + 71 nicht signifikant erhdht, die CD4-Zellzahl signifikant
niedriger (p = 0,02), die Infektionsdauer signifikant kiirzer (p = 0,01), das LDL-Cholesterin
signifikant héher (p = 0,038) und sowohl die Gesamttherapiedauer als auch die Dauer der
aktuellen Therapie waren signifikant erniedrigt (p < 0,001).

Sédmtliche Untersuchungsergebnisse der 6 HIV-infizierten Patienten vor und nach der
dreimonatigen antiretroviralen Kurzzeittherapie sind in Tabelle 5 dargestellt. Zum
Vergleich werden auch die Werte der 58 HIV-infizierten, langzeitig antiretroviral

therapierten Patienten aufgefiihrt.

HIV-infizierte,

HIV-infizierte

HIV-infizierte,

therapienaive Patienten nach langzeitig
Patienten vor der dreimonatiger antiretroviral
antiretroviralen antiretroviraler therapierte
Therapie Therapie Patienten
Monat 0 Monat 3 (Gruppe III)
(n=06) (n=06) (n=158)
Alter (Jahre) 422 +94 46,6 + 10,7
(min-max) (29-54) (24-73)
ménnlich/weiblich 43/15
BMI (kg/m?) 22,5+10,7 26,3 +10,8 24,1+3,4
HIV-Infektion (Monate) 28,8 £10,8 146,9 £ 61,1
(min-max) (0-167) * (4-264)
Laborwerte:
CD4-Zellzahl (Zellen/pl) 169 + 134 269 + 104 467 + 225
(min-max) (14-400) * (87-368) * (58-1071)
CD4-Zellzahl (%) 15,0+6,0 18,9+9,0 24,6 += 10,0
(min-max) (8-25) * (3-27) (4-49)
CD4-Nadir (Zellen/pl) 89 +70 185 + 148
(min-max) (1-173) (4-616)°
HIV-RNA "
(10° Kopien/ml) 198,8 +208,3 " * 0,4+0,8 2,7+12,5
HIV-RNA, 0/6 ** 2/6 44/58

<50 Kopien /ml
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HIV-infizierte,

HIV-infizierte

HIV-infizierte,

therapienaive Patienten nach langzeitig
Patienten vor der dreimonatiger antiretroviral
antiretroviralen antiretroviraler therapierte
Therapie Therapie Patienten
Monat 0 Monat 3 (Gruppe III)
(n=106) (n=06) (n=58)
Laktat (mmol/l) 1,32 £ 0,62 1,40 £ 0,74 1,48 + 0,75
Cholesterin 168,33+ 12,74 %% 23233+46,19 211,86+ 54,37
(mg/dl)
HDL-Cholesterin 34,17 46,52 38,0 + 11,35 43,02+ 14,32
(mg/dl)
LDL-Cholesterin 11,67+7,71% 15583 +52,01*% 119,04 +43,87
(mg/dl)
TG (mg/dl) 111,67 + 36,82 192,17 + 73,55 273,55 + 283,57
ALT/GPT (U/1) 50,83 £29,33 31,67 £ 10,98 38,22 £27,78
AST/GOT (U/T) 36,33 £ 16,66 26,50 £2,74 36,67 + 20,80
Nebenwirkungen:
periphere Poly- 1/6 1/6 27/58
neuropathie
Lipodystrophie 0/6 0/6 33/58
Therapie:
Gesamttherapiedauer «
(Monate) - 3 87,2+45,4
Dauer der aktuellen «
Therapie (Monate) ) 3 30,2+33,2
mltochondnales' 5554 46 * 715 + 44 695 + 71
Membranpotential

#

p < 0,05 vs. HIV-infizierte Patienten nach dreimonatiger antiretroviraler Therapie

* p <0,05 vs. HIV-infizierte, langzeitig antiretroviral therapierte Patienten

$

bei 49 von 58 Patienten gemessen

Tabelle 5: Untersuchungsergebnisse bei den 6 HIV-infizierten Patienten vor und nach

dreimonatiger antiretroviraler Therapie im Vergleich zu den 58 HIV-

infizierten, langzeitig antiretroviral therapierten Patienten
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Abbildung 18: Mitochondriales Membranpotential der 6 HIV-infizierten Patienten vor

und nach dreimonatiger antiretroviraler Therapie (Boxplot-Darstellung)

11. Triacetyluridin und mitochondriales Membranpotential

Zum Zeitpunkt Monat 0 wurde bei 21 HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten
das MMP ihrer PBMCs gemessen. Diese Patienten nahmen anschlieBend 6 Monate lang
eine tagliche Dosis von 4 Kapseln a 250 mg Triacetyluridin in Kombination mit ihrer
individuellen antiretroviralen Therapie ein. Die antiretrovirale Therapie wurde wéhrend
dieser Zeit nicht verdndert. 13 Patienten gaben vor der Einnahme von Triacetyluridin
Beschwerden einer peripheren Polyneuropathie und einer Lipodystrophie an, jeweils 4
weitere Patienten litten entweder an einer peripheren Polyneuropathie oder an einer
Lipodystrophie. Diese 21 Patienten wurden nach sechsmonatiger Einnahme von
Triacetyluridin erneut untersucht. Wihrend die Anzahl der Patienten mit den Symptomen

einer peripheren Polyneuropathie mit 17 gleich blieb, stieg die der Patienten mit den
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Zeichen einer Lipodystrophie von 17 auf 20 an. Die Messung des MMPs der PBMCs aller
21 Patienten zeigte eine leichte, jedoch nicht signifikante Zunahme von 702 + 78 auf
729 £ 115 (p=0,339).

Bei 10 Patienten kam es zu einem Anstieg des MMPs von 4 % bis 39 % tiber den Wert der
Monat 0-Messung. Bei 11 Patienten zeigte sich eine Abnahme des MMPs von 3 % bis
19 % unter den Ausgangswert. Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen der
Veranderung des MMPs der PBMCs und einer Verdnderung der CD4-Zellzahl (r = 0,093;
p =0,687) bzw. der Viruslast (r = -0,106; p = 0,646) festgestellt werden.

Die Uridinkonzentration im Plasma stieg von 5,5 + 3,2 pmol/l auf 7,4 + 2,2 pmol/l in
signifikanter Weise an (p = 0,016). Die Untersuchungsergebnisse der Therapie mit

Triacetyluridin sind in Tabelle 6 dargestellt.

Patienten zu Patienten nach

Beginn der sechsmonatiger
Einnahme von Einnahme von
Triacetyluridin Triacetyluridin

(n=21) (n=21)

Alter (Jahre) (min-max)
méinnlich/weiblich

BMI (kg/m?)

HIV-Infektion (Monate) (min-max)

48,3 + 8,3 (34-63)
16/5
242+35 23,7+3,8
173,8 + 47,8 (85-244)

Laborwerte:
CD4-Zellzahl (Zellen/pl) 452 + 238 477 £ 215
(min-max) (125-1071) (118-792)
CD4-Zellzahl (%) (min-max) 24,1 £ 11,3 (4-49) 22,7+9,7 (4-48)

CD4-Nadir (Zellen/ul) (min-max)

243 + 189 (6-616) "

HIV-RNA (10° Kopien/ml) 7,1 £20,3 7,9+ 18,0
HIV-RNA, <50 Kopien /ml 13/21 15/21
Laktat (mmol/l) 1,40 + 0,68 1,50 + 0,67
Cholesterin (mg/dl) 205,29 £ 47,62 200,67 + 45,41
HDL-Cholesterin (mg/dl) 43,10+ 11,60 40,48 + 11,78
LDL-Cholesterin (mg/dl) 111,90 +£43,03 110,40 + 41,44
TG (mg/dl) 297,00 + 325,24 258,43 £ 191,23
ALT/GPT (U/l) 37,62 +20,49 52,52 + 83,06
AST/GOT (U/l) 17,89 + 3,90 37,62 + 26,01
Nebenwirkungen:
periphere Polyneuropathie 17/21 17/21
Lipodystrophie 17/21 20/21
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Patienten zu

Patienten nach

Beginn der sechsmonatiger
Einnahme von Einnahme von
Triacetyluridin Triacetyluridin
(n=21) (n=21)
Therapie:
Gesamttherapiedauer 101,54 42,1 107.9 4+ 42,0
(Monate)
Dauer der aktuellen Therapie 36,3+ 43,7 4.8 +43,5
(Monate)
Therapie mit Didanosin und/oder
) 2/21
Stavudin
Plasmauridinkonzentration (umol/l) 5,5+32 %8 74+22°
mitochondriales Membranpotential 702 + 78 729 + 115

* p <0,05 vs. Patienten mit Einnahme von Triacetyluridin
# bei 16 Patienten feststellbar
Y bei 19 Patienten feststellbar

Tabelle 6: Untersuchungsergebnisse bei den 21 HIV-infizierten, antiretroviral therapierten

Patienten vor und nach sechsmonatiger Einnahme von Triacetyluridin

12. Reproduzierbarkeit des JC-1-Assays zur Messung des mitochondrialen

Membranpotentials

Bei 2 gesunden Probanden, 3 HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven und 6
antiretroviral langzeittherapierten Patienten wurde zum Zeitpunkt Monat 0 und zum
Zeitpunkt Monat 3 das MMP der PBMCs bestimmt.

Wihrend dieser Zeit wurde bei den therapienaiven Patienten keine Therapie begonnen und
bei den antiretroviral langzeittherapierten Studienteilnehmern die Zusammensetzung der
antiretroviralen Therapie nicht verdndert. In diesen 3 Monaten dnderten sich weder die
CD4-Zellzahl und die Viruslast noch das klinische Bild in signifikanter Weise, so dass bei
diesen Studienteilnehmern von einem gleich gebliebenen Status ausgegangen werden kann.
Bei der Monat 0-Messung betrug der Wert des MMPs der PBMCs 714 + 108, nach 3

Monaten 685 + 84. Die Berechnung des Variationskoeffizienten bei intraindividuellen
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Messungen ergab einen Wert von 5,34 %. Die intraindividuellen Messungen zeigten eine
hoch signifikante lineare Korrelation (r = 0,763, p = 0,006) (Abbildung 19). Der T-Test bei
gepaarten Stichproben zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen den Messreihen
(p=0,2) (Tabelle 7). Das MMP hatte sich also bei den 11 Studienteilnehmern nicht
signifikant verdndert. Daraus kann auf eine gute Reproduzierbarkeit des JC-1-Assays zur

Messung des MMPs von PBMCs geschlossen werden.
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Abbildung 19: Korrelation des mitochondrialen Membranpotentials der 11 Studien-

teilnehmer zum Zeitpunkt Monat 0 und Monat 3
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Membran- Membran-

Studien- . .
teilnehmer potential  potential
Monat 0 Monat 3

1 gesunder Proband 835 790

2 gesunder Proband 808 790

3 antiretroviral therapienaiver Patient 858 711

4 antiretroviral therapienaiver Patient 685 665

5 antiretroviral therapienaiver Patient 571 610

6 antiretroviral therapierter Patient 760 757

7 antiretroviral therapierter Patient 730 738

8 antiretroviral therapierter Patient 626 604

9 antiretroviral therapierter Patient 806 656

10 antiretroviral therapierter Patient 568 523

11 antiretroviral therapierter Patient 604 690
Mittelwert + Standardabweichung 714 +£108 685+ 84

Tabelle 7: Mitochondriales Membranpotential der 11 Studienteilnehmer zum Zeitpunkt

Monat 0 und Monat 3
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IV. Diskussion

1. HIV-Infektion und mitochondriales Membranpotential

Bei den Untersuchungen iiber die Auswirkungen einer HIV-Infektion auf den Patienten
wurde schon relativ friih eine Stérung der Funktion von Mitochondrien als urséchlich
vermutet. Cherry et al. berichten, dass um das Jahr 1990 bei drei HIV-infizierten,
therapienaiven Patienten aufgrund mitochondrialer Funktionsstorungen eine stark
ausgeprigte Laktatazidose auftrat (Cherry et al. 2005). Eine HIV-assoziierte Demenz
bedingt durch eine erhdhte Apoptoserate bei Astrozyten wurde ebenfalls auf mitochondriale
Defekte zuriickgefiihrt (Cherry und Wesselingh 2003).

Die Einschrinkung der mitochondrialen Funktion ist unter anderem durch eine geringer
polarisierte Mitochondrienmembran charakterisiert, d.h. das mitochondriale Membran-
potential (MMP) ist erniedrigt (Polo et al. 2003).

In dieser Arbeit wurde zundchst das MMP von peripheren mononukledren Blutzellen
(PBMC) bei gesunden Probanden und bei HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven
Patienten gemessen. Im Vergleich zu dem MMP der 8 gesunden Probanden war das MMP
der 13 HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten signifikant erniedrigt. Damit
steht als erstes wichtiges Ergebnis dieser Arbeit fest: Die Messungen mit der JC-1-Assay
und die beschriebene Auswertung ergeben bei HIV-infizierten Patienten ein signifikant
niedrigeres MMP ihrer PBMCs im Vergleich zu dem MMP der gesunden Probanden.

Diese Beobachtungen werden in sehr guter Weise durch frithere Studien bestitigt. So
stellten Macho et al. und Petit et al. fest, dass das MMP von T-Lymphozyten bei HIV-
infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten im Vergleich zu dem MMP von T-
Lymphozyten bei gesunden Probanden verringert war (Macho et al. 1995; Petit et al. 2005).
Polo et al. verglichen die mit dem JC-1-Assay untersuchte Mitochondrienfunktion der
PBMCs gesunder Probanden mit der von HIV-infizierten, therapienaiven Patienten und der
von HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten. Bei den HIV-infizierten,
antiretroviral therapienaiven Patienten war der Prozentsatz geschidigter Mitochondrien im
Vergleich zu dem der gesunden Probanden erhoht, jedoch nicht signifikant (Polo et al.

2003).
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Die HIV-infizierten, therapienaiven Patienten unterschieden sich von den gesunden
Probanden neben dem MMP noch in weiteren Parametern, bei denen ein direkter Einfluss
des HI-Virus angenommen werden kann.

Die CD4-Zellzahl der 13 HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten war
gegeniiber der CD4-Zellzahl der 8 gesunden Probanden signifikant erniedrigt. Fiir die
gesunden Probanden wurde der in der Literatur beschriebenen Normalwert der CD4-
Zellzahl angenommen (Neumeister und Briickel 2003). Zwischen dem MMP und der CD4-
Zellzahl dieser 13 Patienten war jedoch keine Korrelation feststellbar. Diese Beobachtung
konnte durch die relativ geringe n-Zahl der Patienten dieser Gruppe erkldrt werden. Der
CD4-Nadir, die geringste beim betreffenden Patienten jemals gemessene CD4-Zellzahl,
lasst ebenfalls auf den Zustand des Immunsystems und der Mitochondrien und auf den
Langzeitverlauf einer HIV-Infektion schlieBen (Miller et al. 1999). Die Auswertung der
HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten ergab eine hoch signifikante
Korrelation zwischen dem CD4-Nadir und dem MMP. Patienten mit einem niedrigen MMP
besitzen einen niedrigen CD4-Nadir.

Diese Versuchsergebnisse zeigen eindeutig einen Zusammenhang einer HIV-Infektion mit
der Abnahme des MMPs und einer gestorten Funktion der Mitochondrien von PBMCs.

Da auch der Einfluss allgemein mitochondrial schddigend wirkender Stoffe, wie z.B.
Alkohol, als weitgehend ausgeschlossen betrachtet werden kann, ist anzunehmen, dass die
Infektion mit dem HI-Virus fiir die Verminderung der Mitochondrienfunktion mafB3geblich
verantwortlich ist.

Eine weitere Moglichkeit, den Einfluss der HIV-Infektion auf Mitochondrien zu
untersuchen, ist die experimentelle Bestimmung des Gehalts an mitochondrialer DNA
(mtDNA). Bei HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten war im Vergleich zu
gesunden Kontrollpersonen der mtDNA-Gehalt der PBMCs vermindert (Cote et al. 2002;
Chiappini et al. 2004; Miro et al. 2004; Maagaard et al. 2006).

Die durch das HI-Virus hervorgerufene mitochondriale Funktionsstérung ist sicherlich
multifaktoriell bedingt.

Die HIV-Infektion fiihrt beim Patienten durch die fortschreitende und irreversible
Verringerung der CD4-Zellzahl zu einer Immunschwiéche. Es kommt zu einer dauerhaften
Aktivierung des Immunsystems mit vermehrtem Umsatz von T-Lymphozyten aufgrund
einer erhdhten Produktion und Zerstérung dieser Zellen. Durch den erhéhten Umsatz, der

auf einer verkiirzten Lebensdauer und einer erhohten Proliferation der T-Lymphozyten
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beruht, kann die Replikation der mitochondrialen DNA einschrédnkt sein (Gougeon 2003; de
Mendoza et al. 2004). Da die mtDNA wichtige Gene der Atmungskette kodiert, kann es bei
der Unterschreitung eines bestimmten Schwellenwerts zu einer negativen Beeinflussung
der Atmungskette und damit zu mitochondrialen Funktionsstorungen kommen (Walker und
Venhoff 2005; Hoschele 2006).

Nach Gougeon ist eine hohe Apoptoserate fiir die Schidigung der Mitochondrien und die
Destruktion der T-Zellen bei der HIV-Infektion verantwortlich (Gougeon 2003). Mehrere
Studien weisen auf die wichtige Rolle der mitochondrial vermittelten erhShten
Apoptoserate von CD4-Zellen bei HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten
hin (Miura et al. 2003). Ein verringertes MMP kann bereits selbst die Einleitung der
Apoptose bewirken. Ebenso kann der Zusammenbruch des MMPs eine Teilreaktion in der
durch virale Effekte hervorgerufenen Apoptose darstellen (Badley et al. 2003). HIV-
kodierte virale Proteine, die direkt oder indirekt das MMP verringern, kénnen die Apoptose
einleiten (Miro et al. 2004). Eine erhohte Apoptoserate der PBMCs aufgrund der HIV-
Infektion kann somit das erniedrigte MMP dieser Zellen bei HIV-infizierten, antiretroviral
therapienaiven Patienten im Vergleich zu dem MMP bei gesunden Probanden erkléren.

Bei den HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten korrelierte die Hohe der
Viruslast in signifikanter Weise umgekehrt proportional mit dem MMP. Damit konnte
wahrscheinlich gemacht werden, dass eine erhohte Viruslast fiir die Verringerung des
MMPs der PBMCs mit verantwortlich ist. Dies weist auf einen direkten Einfluss des HI-
Virus auf die Mitochondrien der PBMCs hin. Nach Polo et al. kdnnte eine erhdhte Viruslast
durch die vermehrte Produktion von Zytokinen oder die vermehrte Bindung viraler Proteine
an zelluldre Rezeptoren eine Rolle bei der Verminderung des MMPs spielen (Polo et al.
2003). Die in dieser Arbeit festgestellte Korrelation von Viruslast mit dem MMP bei HIV-
infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten geht konform mit Studien, die eine
Verringerung des mtDNA-Gehaltes in PBMCs von HIV-infizierten Patienten bei erhdhter
Viruslast feststellen konnten (Miura et al. 2003; Haugaard et al. 2005).

Eine HIV-Infektion beeinflusst neben dem MMP von PBMCs auch das MMP anderer
Korperzellen mit der entsprechenden Auswirkung auf das klinische Erscheinungsbild des
Patienten. Das HI-Virus befillt zwar bevorzugt CD4-Lymphozyten, es sind aber auch
andere Zelltypen betroffen. Von den 13 untersuchten HIV-infizierten, antiretroviral
therapienaiven Patienten wies nur das einzige weibliche Mitglied dieser Gruppe

Beschwerden einer peripheren Polyneuropathie auf. Bei dieser Frau wurde das geringste
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MMP der PBMCs aller HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten gemessen.
Diese Beobachtung konnte ein Hinweis sein, dass sich mit der Abnahme des MMPs von
PBMCs das Krankheitsbild der HIV-infizierten Patienten zunehmend verschlechtert.
Klinische Symptome treten wahrscheinlich auch erst ab einem bestimmten Schwellenwert
einer mitochondrialen Funktionsstorung auf. Ein niedriges MMP von PBMCs wirkt sich
vermutlich auch individuell verschieden aus, d.h. nicht jeder HIV-infizierte Patient reagiert

mit der gleichen Symptomatik auf die HIV-Infektion (Cherry und Wesselingh 2003).

2. HIV-infizierte, antiretroviral therapierte Patienten und mitochondriales

Membranpotential

Ziel der antiretroviralen Therapie ist die Abnahme der HI-Viruslast und die Zunahme der
Zahl an CD4-Lymphozyten (Arnoult et al. 2003). Die Effizienz einer antiretroviralen
Therapie konnte auch in dieser Arbeit bestétigt werden: Bei den untersuchten HIV-
infizierten, antiretroviral therapierten Patienten waren im Vergleich zu den HIV-infizierten,
antiretroviral therapienaiven Patienten die CDA4-Zellzahl signifikant erhoht und die
Viruslast signifikant erniedrigt.

Um die Auswirkungen einer antiretroviralen Therapie auf die Funktion von Mitochondrien
zu untersuchen, wurde das MMP der PBMCs von HIV-infizierten Patienten gemessen, die
mit verschiedenen antiretroviral wirkenden Medikamenten behandelt wurden. Die Messung
des MMPs der PBMCs dieser antiretroviral therapierten Patienten ergab im Vergleich zu
dem MMP von gesunden Probanden einen signifikant erniedrigten Wert. Gegeniiber dem
MMP der HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten war das MMP der HIV-
infizierten, antiretroviral therapierten Patienten zwar leicht, jedoch nicht signifikant erhdht.
Polo et al. konnten bei der Untersuchung der Mitochondrienfunktion von PBMCs mit dem
JC-1-Assay bei HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten im Vergleich zu
HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten auch keine signifikanten Unterschiede
feststellen (Polo et al. 2003).

Die Annahme, dass eine antiretrovirale Therapie, vor allem mit Nukleosidischen Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren (NRTI), bei HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten
im Vergleich zu HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten eine weitere
Verminderung des MMPs bewirken konnte, wurde damit nicht bestitigt. Das MMP der

PBMCs der HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten lag gegeniiber dem MMP
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der antiretroviral therapienaiven Patienten sogar etwas hoher und lésst eine Verbesserung
der Mitochondrienfunktion durch eine antiretrovirale Therapie vermuten. Das wiirde
bedeuten, dass bei den HIV-infizierten Patienten die gewiinschte antiretrovirale Wirkung
der eingesetzten Medikamente deren mitochondriale Toxizitédt als Nebenwirkung vielleicht
ausgleicht. Dafiir spricht auch das Ergebnis der Kurzzeittherapie.

Ein Anstieg des MMPs der PBMCs weist auf eine geringere Apoptoserate der CD4-
Lymphozyten hin und bedeutet eine Verbesserung der Immunfunktion. Bei allen in dieser
Arbeit untersuchten HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten korreliert die
CD4-Zellzahl mit dem MMP der PBMCs. Nach Polo et al. ist eine niedrige CD4-Zellzahl
ein wichtiger Hinweis auf eine verminderte Mitochondrienfunktion. Dies kann auf eine
Verschlechterung des Immunstatus bei fortschreitender HIV-Erkrankung zuriickgefiihrt
werden (Polo et al. 2003). Der Anstieg des MMPs ldsst auf eine verbesserte
Mitochondrienfunktion verbunden mit einer antiapoptotischen Wirkung der antiretroviralen
Therapie schlieBen und erkldrt damit zum Teil auch den Anstieg der CD4-Zellzahl.

Eine antiretrovirale Therapie reduziert die Viruslast und fiihrt daher auch zu einer
verminderten Produktion proapoptotischer viraler Proteine. Der antiapoptische Effekt einer
antiretroviralen Therapie wurde vielfach beschrieben (Chavan et al. 1999; Phenix et al.
2002; Wasmuth et al. 2003). Die Viruslast der HIV-infizierten, antiretroviral therapierten
Patienten war dementsprechend auch in dieser Arbeit gegeniiber der Viruslast der
therapienaiven Patienten signifikant erniedrigt.

Bei den HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten mit einer Viruslast < 50
Kopien/ml war im Vergleich zu den gesunden Probanden das MMP der PBMCs signifikant
erniedrigt und auch die CD4-Zellzahl signifikant geringer. Bei diesen Patienten werden die
HI-Viren nur in geringer Zahl produziert. Dementsprechend miisste die Apoptoserate der
CD4-Zellen sehr gering sein. Trotzdem entspricht die Funktion der Mitochondrien nicht der
von gesunden Probanden. Diese Beobachtung konnte durch eine Vorschiddigung durch die
HIV-Infektion selbst bedingt sein oder auch auf einem schiddigenden Einfluss der
antiretroviralen Therapie beruhen. Moglicherweise gibt es auch einen ,,point of no return®.
Mit Sicherheit spielen auch noch weitere Faktoren bei der Schidigung der Mitochondrien
von PBMC:s eine Rolle.

Bei HIV-infizierten Patienten, die im Rahmen einer antiretroviralen Therapie mit Didanosin
oder mit Stavudin behandelt wurden, konnte keine Auswirkung auf das MMP ihrer PBMCs
festgestellt werden. Bei HIV-infizierten Patienten, die gleichzeitig mit diesen beiden NRTIs
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therapiert wurden, war das MMP der PBMCs im Vergleich zu Patienten mit einem
Therapieregime ohne diese beiden NRTIs zwar vermindert, jedoch nicht in signifikanter
Weise. Dabei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass mit lediglich 6 Patienten die n-Zahl relativ
gering war. Dieses Ergebnis konnte trotzdem ein Hinweis darauf sein, dass eine
antiretrovirale Therapie mit Didanosin oder Stavudin auf Mitochondrien auch nicht
schiadigender wirkt als andere NRTIs (Polo et al. 2003).

Bei HIV-infizierten, mit Stavudin therapierten Patienten konnte eine Verminderung der
mtDNA in den Mitochondrien der PBMCs nachgewiesen werden. Ein geringer mtDNA-
Gehalt muss sich jedoch nicht unbedingt auf die Funktion der Mitochondrien auswirken
(Cote et al. 2002; de Mendoza et al. 2004; Lopez et al. 2004).

Nach Lewis et al. hemmen Didanosin und Stavudin in vitro die Polymerase y und kénnen
dadurch eine Funktionsminderung der mitochondrialen Atmungskette verursachen (Lewis
et al. 2003). In-vitro-Untersuchungen sind jedoch nur bedingt aussagekriftig, da
verschiedene Kriterien wie z.B. die HIV-Infektion, der Immunstatus und der genetische
Hintergrund des Patienten nicht ausreichend beriicksichtigt werden konnen. Zur Kldrung
solcher Sachverhalte miissen ausreichend groBe Patientenkollektive geniigend lange und
gut definiert prospektiv untersucht werden. Zum Beispiel muss beriicksichtigt werden, dass
bei Mehrfachtherapien unterschiedlichster Zusammensetzung die Auswirkung des
einzelnen Medikaments auf die Mitochondrien nur schwer nachweisbar ist.

Der Einfluss von Nicht-Nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI) auf
die PBMCs von HIV-infizierten Patienten wurde bisher noch relativ wenig untersucht.
NNRTIs leiten vermutlich den Zelltod ein (Petit et al. 2005). In dieser Arbeit wurde deshalb
das MMP der PBMCs von HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten gemessen,
deren Mehrfachtherapie auch NNRTIs enthielt, und dieses mit dem MMP der PBMCs von
HIV-infizierten Patienten mit einer antiretroviralen Mehrfachtherapie ohne NNRTIs
verglichen. Die MMPs der PBMCs dieser beiden Patientengruppen unterschieden sich
jedoch nicht signifikant voneinander. Das konnte bedeuten, dass NNRTIs &dhnliche
Auswirkungen auf das MMP von PBMCs haben wie andere antiretrovirale Inhibitoren oder
dass der Einfluss der NRTIs bestimmend wirkt.

Antiretrovirale Medikamente hemmen die HI-Virus-Replikation auf direktem Weg, konnen
aber auch antiapoptotisch wirken. Dieser Effekt wurde besonders bei In-vitro-Versuchen
mit Proteaseinhibitoren (PI) beobachtet (Phenix et al. 2002). Die antiapoptotische Wirkung

von PIs beruht auf verschiedenen Mechanismen: Sie verringern die Expression von
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Regulatormolekiilen der Apoptose, hemmen die Kaspasen, stabilisieren das MMP und
vermindern dadurch die Apoptoserate der CD4-Lymphozyten (Miro et al. 2005; Petit et al.
2005). Badley et al. berichten, dass einige der therapierten HIV-infizierten Patienten kaum
auf den antiretroviralen Effekt von PlIs ansprachen und dennoch einen Anstieg der CD4-
Zellzahl und eine Verminderung der Apoptose dieser Zellen aufwiesen (Badley et al. 2003).
In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb auch das MMP der PBMCs von HIV-infizierten
Patienten gemessen, die in ihrer antiretroviralen Mehrfachtherapie ein oder mehrere Pls
verabreicht bekamen. Die Pl-therapierten Patienten wiesen gegeniiber der Vergleichsgruppe
ohne PIs in ihrer antiretroviralen Mehrfachtherapie ein leicht, aber nicht signifikant
erhohtes MMP ihrer PBMCs auf. Auch wenn das MMP der PBMCs bei dem Einsatz von
PIs nur leicht erhoht wird, kdnnten diese Inhibitoren moglicherweise gewisse negative
Auswirkungen von NRTIs auf die mitochondriale Funktion reduzieren.

Unter Umstdnden wirkt sich die Toxizitdt antiretroviraler Medikamente auf andere
Zelltypen stérker aus als auf PBMCs (Chiappini et al. 2004). So ist z.B. die Aufnahme von
eventuell schadigend wirkenden Medikamenten aufgrund des verminderten Stoffwechsels
bei ruhenden PBMCs erniedrigt (Lopez et al. 2004). Dafiir spricht die in dieser Arbeit
gemachte Beobachtung, dass HIV-infizierte, antiretroviral therapierte Patienten im
Vergleich zu den gesunden Probanden und zu den HIV-infizierten, therapienaiven Patienten
hiufiger Schidigungen von Nerven- bzw. Fettzellen mit der damit verbunden Symptomatik

einer peripheren Polyneuropathie bzw. einer Lipodystrophie aufweisen.

3. Infektionsdauer und mitochondriales Membranpotential

Die Untersuchung der HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten ergab keine
Korrelation zwischen der Infektionsdauer und dem MMP der PBMCs. Bei den 13 HIV-
infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten wurde zwischen der Dauer der Infektion
und dem MMP eine signifikante Korrelation festgestellt. Das bedeutet, dass bei diesen
Patienten eine kurze Infektionsdauer mit einem niedrigen MMP einhergeht. Da der
tatsdchliche Zeitpunkt der HIV-Infektion meist nicht feststellbar ist, wurde die
Infektionsdauer ab dem Zeitpunkt des ersten positiven HIV-Tests gerechnet. Deshalb kann
aus diesen Ergebnissen keine fundierte Aussage liber den Zusammenhang zwischen der
tatsdchlichen Infektionsdauer und dem MMP gemacht werden. Polo et al. konnten bei HIV-

infizierten, antiretroviral therapierten Patienten ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen
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der Infektionsdauer und dem MMP der PBMCs feststellen (Polo et al. 2003). Auch
Untersuchungen von Maagaard et al. ergaben keinen Zusammenhang zwischen dem

mtDNA-Gehalt von PBMCs und der Dauer der HIV-Infektion (Maagaard et al. 2006).

4. Lipodystrophie, periphere Polyneuropathie und mitochondriales

Membranpotential

Der Zusammenhang des MMPs von PBMCs mit den Nebenwirkungen einer
antiretroviralen Therapie wie Lipodystrophie oder peripherer Polyneuropathie wurde bisher
nur wenig untersucht.

Wie bereits von Carr et al. und Watters et al. bei HIV-infizierten, antiretroviral
langzeittherapierten Patienten beschrieben, traten diese Nebenwirkungen auch bei den in
dieser Arbeit untersuchten HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten relativ
hiufig auf (Carr et al. 1998; Watters et al. 2004). Die Lipodystrophie und die periphere
Polyneuropathie wurden im Rahmen einer Untersuchung von den Patienten erfragt und
durch erfahrene Arzte klinisch diagnostiziert und dokumentiert. Zur Diagnose der
Lipodystrophie wurde auf einen CT- bzw. DEXA-Scan verzichtet, die fiir die Berechnung
des so genannten Lipodystrophie-Scores benotigt werden (Carr 2003).

Das MMP der PBMCs von HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten, bei denen
eine Lipodystrophie auftrat, unterschied sich nicht von dem MMP der Patienten dieser
Gruppe ohne eine derartige Symptomatik. Werden die Patienten mit Lipodystrophie in eine
Gruppe mit Lipoatrophie und eine mit Lipohypertrophie unterteilt, unterscheidet sich das
jeweilige MMP ebenfalls nicht von dem MMP der PBMCs von Patienten, die nicht an
diesen Fettverteilungsstorungen litten. Auch die HIV-infizierten, antiretroviral therapierten
Patienten mit einer peripheren Polyneuropathie wiesen im Vergleich zu den {ibrigen
Patienten dieser Gruppe, die nicht die Symptome dieser Krankheit zeigten, keinen
signifikanten Unterschied in den MMPs ihrer PBMCs und damit in der Funktion der
Mitochondrien auf.

Die Bestimmung des MMPs von PBMCs ergab also keinen Zusammenhang zwischen einer
mitochondrialen Schiadigung dieser Zellen und dem Auftreten einer Lipodystrophie bzw.
einer peripheren Polyneuropathie. Bei Kindern, die eine Lipodystrophie aufwiesen, ergab
die Bestimmung des MMPs ihrer PBMCs mit dem JC-1-Assay ebenfalls keinen
Unterschied zu dem MMP von Kindern ohne Lipodystrophie (Cossarizza et al. 2002).
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Diese Ergebnisse sind verstindlich, da in dieser Arbeit PBMCs das Untersuchungsobjekt
darstellen und nicht die bei diesen Erkrankungen direkt betroffenen Fett- und Nervenzellen.
Dafiir spricht, dass bei Patienten mit einer Lipodystrophie oder einer peripheren
Polyneuropathie im Vergleich zu gesunden Probanden der mtDNA-Gehalt in Adipozyten,
jedoch nicht in PBMCs verringert war (Rabing Christensen et al. 2004). In anderen Studien
war eine Verringerung des mtDNA-Gehalts in Adipozyten nicht nachweisbar.
Moglicherweise beruhen diese widerspriichlichen Ergebnisse auf der unterschiedlichen
Diagnose einer Lipodystrophie aufgrund subjektiver AuBerungen von Arzten und/oder
Patienten (Casula et al. 2007).

Die bei den HIV-infizierten, antiretroviral langzeittherapierten Patienten aufgetretenen
Nebenwirkungen konnten nicht einer bestimmten Mehrfachtherapie zugeordnet werden.
Die Vermutung, dass die beiden auf Mitochondrien besonders toxisch wirkenden NRTIs
Didanosin und Stavudin fiir ein verstirktes Auftreten dieser Nebenwirkungen
verantwortlich sind, konnte nicht bestétigt werden. Die Untersuchungen in dieser Arbeit
ergaben vielmehr, dass bei einer antiretroviralen Therapie mit diesen beiden NRTIs eine
periphere Polyneuropathie sogar signifikant seltener auftrat. Es wire denkbar, dass mit dem
Auftreten dieser Nebenwirkung die antiretrovirale Therapie auf weniger toxische NRTIs
umgestellt wurde. Wird bei HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten mit einer
Lipodystrophie die Therapie mit den NRTIs Didanosin und Stavudin beendet, so verringert
sich die Depletion der mtDNA, noch bevor sich die Symptome der Lipodystrophie bessern
(Cherry et al. 2006).

Die Messung des MMPs von PBMCs mit dem JC-1-Assay eignet sich aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse eher nicht zur Fritherkennung einer Lipodystrophie oder einer
peripheren Polyneuropathie als Nebenwirkungen einer antiretroviralen Therapie. Die
Entstehung dieser Nebenwirkungen ist mit Sicherheit komplex. Moglicherweise wire die
Messung des MMPs von Fett- bzw. Nervenzellen zur Untersuchung der mitochondrialen
Mechanismen besser geeignet, die bei HIV-infizierten Patienten zu einer Lipodystrophie
bzw. einer peripheren Polyneuropathie als Nebenwirkungen einer antiretroviralen Therapie

fithren.
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5. Geschlecht und mitochondriales Membranpotential

Das MMP der PBMCs der weiblichen Studienteilnehmer war im Vergleich zu dem der
minnlichen Studienteilnehmer bei den gesunden Probanden, bei den HIV-infizierten,
antiretroviral therapienaiven Patienten und auch bei den HIV-infizierten, antiretroviral
therapieren Patienten geringfiigig niedriger. In der Gruppe der antiretroviral therapierten
Patienten waren die Frauen signifikant jiinger als die Ménner. Dies erklért jedoch nicht das
leicht erniedrigte MMP der PBMCs, da in dieser Arbeit allgemein kein Zusammenhang
zwischen dem MMP und dem Alter der Studienteilnehmer festgestellt werden konnte. Die
Veranderungen des MMPs von PBMCs scheinen also bei vergleichenden Untersuchungen
von gesunden Probanden, HIV-infizierten, therapienaiven und HIV-infizierten,
antiretroviral therapierten Patienten vom Geschlecht unabhéngig zu sein, soweit die geringe
Anzahl an weiblichen Studienteilnehmern eine solche Aussage zuldsst. Dies gilt auch fiir
die weiteren Ergebnisse der Laboruntersuchungen, bei denen ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen den maénnlichen und weiblichen Studienteilnehmern festgestellt
werden konnte.

Die multivariate Analyse zeigte bei den weiblichen Studienteilnehmern im Vergleich zu
den minnlichen Studienteilnehmern ein signifikant erniedrigtes MMP der PBMCs. Dieses
Ergebnis beruht jedoch auf einer Vielzahl an untersuchten Faktoren, so dass eine exakte
Erklarung nicht moglich ist.

Verschiedene Studien ergaben, dass bei weiblichen HIV-infizierten Patienten héufiger
Nebenwirkungen oder Komplikationen bei einer antiretroviralen Therapie im Vergleich zu
ménnlichen HIV-infizierten und antiretroviral therapierten Patienten auftreten (Nolan und
Mallal 2004). Das Risiko, bei einer antiretroviralen Therapie mit NRTIs an Laktatazidose,
Pankreatitis oder Lipodystrophie zu erkranken, ist bei den weiblichen HIV-infizierten
Patienten erhoht (Anderson et al. 2004). Auch in dieser Arbeit war in der Gruppe der HIV-
infizierten, antiretroviral therapierten Patienten die Rate der an Lipodystrophie erkrankten
weiblichen Studienteilnehmer im Vergleich zu der bei den ménnlichen Patienten héher.
Eine periphere Polyneuropathie als Nebenwirkung einer antiretroviralen Therapie trat

jedoch bei den untersuchten ménnlichen und weiblichen Patienten gleich hdufig auf.
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6. Kurzzeittherapie und mitochondriales Membranpotential

Aus der Gruppe der 13 HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten wurden 6
Patienten geméf den deutsch-osterreichischen Leitlinien zur antiretroviralen Therapie der
HIV-Infektion fiir eine antiretrovirale Therapie ausgewihlt (Arastéh K 2005). Diese wiesen
zum Teil erhebliche durch die HIV-Infektion bedingte Symptome wie z.B. eine periphere
symmetrische Polyneuropathie auf. Im Vergleich zu den nicht fiir die Therapie
ausgewdhlten Patienten dieser Gruppe war bei diesen 6 Patienten die Infektionsdauer
signifikant kiirzer. Aufgrund des deutlich reduzierten Immunstatus waren diese Patienten
vermutlich bereits seit ldngerer Zeit mit dem HI-Virus infiziert, ohne dass jedoch ein HIV-
Test durchgefiihrt worden war, oder hatten eine schnellere Krankheitsprogression (fast
progressors).

Diese 6 Patienten wiesen zu Beginn der Therapie ein signifikant niedrigeres MMP ihrer
PBMCs im Vergleich zu dem MMP der restlichen 7 therapienaiven Patienten dieser Gruppe
auf. Die CD4-Zellzahl und der CD4-Nadir waren ebenfalls signifikant erniedrigt. Die
verringerte CD4-Zellzahl deutet auf eine reduzierte Immunfunktion im Vergleich zu den
iibrigen HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten der Gruppe hin. Die
Viruslast war bei diesen 6 Patienten jedoch nicht signifikant hoher als bei den
unbehandelten Patienten dieser Gruppe.

Die Messung des MMPs der PBMCs bei den 6 HIV-infizierten Patienten ergab nach
dreimonatiger antiretroviraler Therapie eine signifikante Erhéhung und damit ein weiteres
wichtiges Ergebnis dieser Arbeit.

Bei 5 der 6 HIV-infizierten Patienten hatte sich nach dreimonatiger antiretroviraler
Therapie die CD4-Zellzahl erhdht, bei einem Patienten erniedrigt. Insgesamt erhohte sich
die CD4-Zellzahl, jedoch nicht in signifikanter Weise. Die Viruslast der HIV-infizierten
Patienten hatte nach der dreimonatigen antiretroviralen Therapie in signifikanter Weise
abgenommen.

Die Verbesserung des immunologischen Zustands der kurzzeitig antiretroviral therapierten
Patienten beruht wahrscheinlich auf einer Verminderung der Apoptoserate der CD4-Zellen,
z.B. durch eine verringerte Produktion viraler Proteine. Bohler et al. konnten bei HIV-
infizierten Patienten nach einer 6 - 8§ wochigen antiretroviralen Therapie eine Verringerung

der Apoptoserate von CD4-Lymphozyten nachweisen (Bohler et al. 1999).
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Die multivariate Analyse bei den 6 untersuchten Patienten ergab unter Beriicksichtigung
der einzelnen Faktoren folgendes Ergebnis: Ein erhohtes MMP ist verbunden mit einer
signifikanten Verringerung der Viruslast und einem signifikanten Anstieg der CD4-
Zellzahl. Die Erhohung der CD4-Zellzahl und die Verringerung der Viruslast durch die
antiretrovirale Therapie stehen also in einem Zusammenhang mit der Erh6hung des MMPs
von PBMCs.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen deshalb den Zusammenhang zwischen der
Abnahme der Viruslast bzw. der Zunahme der CD4-Zellzahl mit einer Verbesserung des
Funktionszustandes von Mitochondrien durch eine dreimonatige antiretrovirale Therapie
bei HIV-infizierten Patienten. Casula et al. fiihrten den signifikanten Anstieg der mtDNA
und der mtRNA in PBMCs nach 48-wdchiger antiretroviraler Therapie ebenfalls auf eine
zumindest kurzfristige Verringerung der durch das HI-Virus hervorgerufenen
mitochondrialen Schiadigungen zuriick (Casula et al. 2005).

Im Vergleich zu den HIV-infizierten, antiretroviral langzeittherapierten Patienten zeigte
sich das MMP der 6 Patienten nach dreimonatiger antiretroviraler Therapie leicht erhoht.
Die CD4-Zellzahl sowie der Anteil an Patienten, bei denen keine HIV-RNA mehr
nachgewiesen werden konnte (Viruslast < 50 Kopien/ml), waren bei diesen 6 Patienten im
Vergleich zu den langzeittherapierten Patienten signifikant erniedrigt. Eigentlich wére bei
Patienten mit einer antiretroviralen Langzeittherapie im Vergleich zu Patienten mit nur
dreimonatiger antiretroviraler Therapie aufgrund der hoheren CD4-Zellzahl und der
h6heren Anzahl an Patienten ohne nachweisbare Viruslast ein erh6htes MMP zu erwarten,
da aufgrund der multivariaten Analyse die CD4-Zellzahl und die Viruslast die beiden
wichtigsten Einflussfaktoren auf das MMP darstellen. Das MMP der PBMCs konnte jedoch
nach lingerer Therapiedauer wieder abnehmen. Diese Beobachtung deutet auf schidigende
Einfliisse einer antiretroviralen Therapie hin. Antiretroviral wirkende Medikamente
scheinen trotz steigender CD4-Zellzahl langfristig das MMP der PBMCs zu senken und
damit die Funktionsweise von Mitochondrien negativ zu beeinflussen. Obwohl bei den
HIV-infizierten, antiretroviral langzeittherapierten Patienten keine Korrelation zwischen
der Therapiedauer mit dem MMP der PBMCs nachgewiesen werden konnte, ldsst sich aus
den Untersuchungsergebnissen vermuten, dass die Mitochondrienfunktion nach ldngerer
antiretroviraler Therapie vermindert wird. Mit Sicherheit spielt bei diesen Uberlegungen

auch die Auswahl der antiretroviral wirkenden Medikamente eine Rolle. So wurden die 6
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HIV-infizierten Patienten 3 Monate lang mit den auf Mitochondrien relativ gering toxisch

wirkenden NRTIs wie Tenofovir, Abacavir und Lamivudin behandelt.

7.  Triacetyluridin und mitochondriales Membranpotential

Einige Nebenwirkungen wie die Lipodystrophie oder die periphere Polyneuropathie, die bei
HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten auftreten, werden auf eine
Langzeittherapie mit NRTIs zuriickgefiihrt (Venhoff et al. 2002). Ein Ansatzpunkt, diese
Nebenwirkungen einer antiretroviralen Therapie zu verringern, konnte der Einsatz von
Uridin sein (Walker 2006). In-vitro-Untersuchungen an Hepatozyten zeigen, dass Uridin
die durch eine antiretrovirale Therapie mit NRTIs bedingte Schiadigung der Mitochondrien
vermindert. Uridin verlangsamt die mtDNA-Depletion, verbessert die Funktion der
mitochondrial kodierten Untereinheiten der Atmungskette und verhindert den Zelltod
(Walker et al. 2003). Die schidigenden Auswirkungen von Zidovudin auf die
hédmatopoetischen Zellen im Knochenmark konnten ebenfalls verringert werden
(Sommadossi et al. 1988). Der Einsatz von Uridin fithrte bei Stavudin-exponierten
Adipozyten zu einer Normalisierung der Fettspeicherung und der Mitochondrienfunktion.
Allerdings lag bei diesen In-vitro-Untersuchungen die Uridinkonzentration exzessiv hoch
zwischen 50 pumol/l und 200 pmol/l. Bei einer Konzentration unter 50 umol/l lieB sich eine
Auswirkung auf die untersuchten Zellen nicht nachweisen (Walker et al. 2003; Walker et
al. 2000).

Soweit bekannt ist der Einfluss einer Therapie mit Uridin auf das MMP von PBMCs bisher
noch nicht untersucht worden. In dieser Arbeit wurden deshalb HIV-infizierte, bereits seit
langerer Zeit antiretroviral therapierte Patienten sechs Monate lang mit dem Uridin-
Analogon Triacetyluridin behandelt. Triacetyluridin besitzt gegeniiber Uridin die bereits in
der Einleitung beschriebenen Vorteile. Wiahrend der sechsmonatigen Therapie stieg der
Plasmauridinspiegel signifikant an.

Das MMP erhohte sich in dieser Zeit nur geringfligig und nicht signifikant. Eine Therapie
mit Triacetyluridin in der applizierten Dosis und Dauer scheint also das MMP von PBMCs
und die Funktion der Mitochondrien von HIV-infizierten, antiretroviral therapierten
Patienten nur in geringem Mafle zu verbessern. In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass
sich auch das MMP der PBMCs von HIV-infizierten Patienten durch eine antiretrovirale

Langzeittherapie kaum &ndert. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem MMP der
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PBMCs von HIV-infizierten Patienten und einer antiretroviralen Langzeittherapie bzw. der
therapeutischen Gabe von Triacetyluridin konnte damit nicht belegt werden.

Der Anstieg des Plasmauridinspiegels bei einer sechsmonatigen Therapie mit
Triacetyluridin war zwar signifikant, erreichte aber mit 7,4 + 2,2 pmol/l bei weitem nicht
die Konzentrationen, die bei In-vitro-Untersuchungen die Schadigung von Mitochondrien
vermindern. Es wére durchaus vorstellbar, dass durch eine stark erhohte Tagesdosis an
Triacetyluridin die Plasmauridinkonzentration auf therapeutisch wirksame Werte ansteigen
konnte und damit die Nebenwirkungen einer antiretroviralen Therapie abgemildert werden
konnten.

Die HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten wurden lediglich 6 Monate lang
mit Triacetyluridin therapiert. Unter Umsténden filihrt erst eine ldngere Behandlungsdauer
zu einer Erhohung des MMPs der PBMCs und ermdglicht dann eine erfolgreiche Therapie
der Nebenwirkungen.

Die Anzahl der HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten mit den Symptomen
einer peripheren Polyneuropathie blieb nach der sechsmonatigen Behandlung mit
Triacetyluridin gleich. Die Anzahl der HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten
mit den Zeichen einer Lipodystrophie nahm jedoch leicht zu. Mdoglicherweise wire auch
die Messung des MMPs von z.B. Adipozyten anstelle von PBMCs besser geeignet, um den
therapeutischen Effekt von Triacetyluridin auf die Nebenwirkungen einer antiretroviralen

Therapie wie z.B. einer Lipodystrophie zu untersuchen.
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V. Zusammenfassung und Ausblick

Der Einsatz hochwirksamer antiretroviraler Kombinationstherapien hat die Lebensqualitit
von HIV-infizierten Patienten wesentlich verbessert und auch ihre Lebenserwartung erhoht.
Bei ldngerer antiretroviraler Therapiedauer treten jedoch hiufig unerwiinschte
Nebenwirkungen auf. Diese beruhen zumindest teilweise auf einer Schiadigung der
Mitochondrien durch das HI-Virus selbst bzw. durch antiretroviral wirkende Medikamente
wie z.B. Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI). Eine genaue
Beurteilung  mitochondrialer ~ Schiddigungen bei  HIV-infizierten, antiretroviral
therapienaiven und antiretroviral therapierten Patienten war bisher aufgrund fehlender
exakter Untersuchungsmethoden noch nicht moglich.

Ein wichtiges Forschungsziel ist deshalb die Entwicklung einer gering invasiven und
klinisch relativ  einfach  durchzufithrenden Methode, um die mitochondriale
Funktionsstorung durch eine HIV-Infektion bzw. durch eine antiretrovirale Therapie
moglichst frithzeitig feststellen zu kdnnen.

Aufgabe dieser Arbeit war die Untersuchung des Funktionszustandes der Mitochondrien
durch die Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials (MMP) von peripheren
mononukledren Blutzellen (PBMC). Als Untersuchungsmethode bot sich der JC-1-Assay
an, mit dem das MMP dieser Zellen gemessen werden kann. Ein Vergleich der
Messergebnisse sollte Aussagen iiber die schidigenden Wirkungen einer HIV-Infektion
selbst und einer antiretroviralen Kurz- bzw. Langzeittherapie auf die Mitochondrien von
PBMCs ermoglichen. Dariiber hinaus sollten die Ergebnisse in Bezug zu anderen
klinischen und biochemischen Parametern gesetzt und analysiert werden.

Eine weitere Aufgabe dieser Arbeit war die Messung des MMPs von PBMCs vor und nach
einer sechsmonatigen Therapie mit Triacetyluridin bei HIV-infizierten, antiretroviral
therapierten Patienten, die als Nebenwirkung ihrer antiretroviralen Therapie eine periphere
Polyneuropathie und/oder eine Lipodystrophie aufwiesen.

Insgesamt wurde das MMP der PBMCs von 8 gesunden Probanden, 13 HIV-infizierten,
antiretroviral therapienaiven und 59 HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten
gemessen. Aus der Gruppe der HIV-infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten
wurden 6 Patienten ausgewdhlt und das MMP ihrer PBMCs vor und nach einer

dreimonatigen antiretroviralen Therapie bestimmt. 21 HIV-infizierte, antiretroviral
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therapierte Patienten wurden 6 Monate lang mit Triacetyluridin behandelt. Das MMP ihrer
PBMCs wurde vor und nach der Behandlung bestimmt und im Zusammenhang mit
laborchemischen und immunologischen Parametern betrachtet.

Die Reproduzierbarkeit der Messungen des MMPs von PBMCs mit dem JC-1-Assay wurde
durch die Untersuchungen bestétigt.

Die Messungen ergaben, dass das MMP der PBMCs der HIV-infizierten, antiretroviral
therapienaiven Patienten und auch das MMP der HIV-infizierten, antiretroviral therapierten
Patienten im Vergleich zu dem MMP von gesunden Probanden signifikant erniedrigt war.
Die HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten wiesen im Vergleich zu den HIV-
infizierten, antiretroviral therapienaiven Patienten ein leicht, jedoch nicht signifikant
erhohtes mitochondriales Membranpotential auf. Bei allen HIV-infizierten Patienten zeigte
sich eine hoch signifikante Pearson-Korrelation sowohl der CD4-Zellzahl als auch der
Viruslast mit dem MMP. Eine erhdhte Viruslast und eine verringerte CD4-Zellzahl lassen
auf ein erniedrigtes MMP und damit auf eine verminderte Funktion der Mitochondrien von
PBMC:s schlief3en.

Eine dreimonatige antiretrovirale Therapie bei 6 ausgewidhlten HIV-infizierten,
antiretroviral therapienaiven Patienten verursachte einen signifikanten Anstieg des MMPs.
Die gemessenen Werte des MMPs lagen hoher als die von HIV-infizierten, antiretroviral
langzeittherapierten Patienten, ein Hinweis, dass mit zunehmender Therapiedauer das MMP
und damit die Funktion der Mitochondrien der PBMCs wieder abnehmen.

Die multivariate Analyse ergab einen signifikanten Zusammenhang zwischen einem
erniedrigten MMP und einer verringerten CD4-Zellzahl, einer erhohten Viruslast und dem
weiblichen Geschlecht. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem MMP und der
Zusammensetzung der antiretroviralen Mehrfachtherapie sowie deren Nebenwirkungen in
Form einer Lipodystrophie oder einer peripheren Polyneuropathie konnte aufgrund der in
dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen nicht nachgewiesen werden.

Bei den HIV-infizierten, antiretroviral therapierten Patienten, die als Nebenwirkung eine
Lipodystrophie und/oder eine periphere Polyneuropathie aufwiesen, stieg das MMP ihrer
PBMCs nach sechsmonatiger Behandlung mit Triacetyluridin leicht, jedoch nicht
signifikant an.

Die Untersuchungen in dieser Arbeit zeigen die Zusammenhdnge zwischen dem MMP der

PBMCs und einer HIV-Infektion bzw. einer antiretroviralen Therapie auf. Die Messung des
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MMPs ermoglicht damit Aussagen iiber den Funktionszustand der Mitochondrien der
PBMC:s.

Der JC-1-Assay hat sich als gute Methode zur Messung des Membranpotentials von
Mitochondrien in PBMCs erwiesen. Die Ergebnisse dieser Arbeit bieten neue Ansatzpunkte
fiir weitere Untersuchungen auf diesem Forschungsgebiet. Werden z.B. mehr HIV-
infizierte Patienten insbesonders in prospektive Studien einbezogen, so lédsst sich auch der
Einfluss einer bestimmten Mehrfachtherapie auf die PBMCs dieser Patienten genauer
untersuchen. Die Messung des MMPs von anderen Korperzellen, z.B. von Fettzellen bei
Patienten mit Lipodystrophie, konnte Hinweise liber die Entstehung dieser Nebenwirkung
einer antiretroviralen Therapie geben. Zu kldren wére auch, ob eine Behandlung mit
Triacetyluridin mit erhohten Tagesdosen oder in einer Langzeittherapie die
Nebenwirkungen einer antiretroviralen Therapie vermindert.

Bei einer HIV-Infektion muss wie bei allen Infektionskrankheiten eine spezifische Therapie
gegen den Erreger selbst gerichtet sein. Mit den derzeit zur Verfligung stehenden
antiretroviralen Therapien ist eine Eradikation des Virus nicht moglich. Antiretroviral
wirkende Medikamente konnen die Krankheit nicht heilen. Sie mildern nur die belastenden
Auswirkungen auf den Patienten und verlingern die Lebensdauer. Eine antiretrovirale
Therapie ist fiir den Patienten jedoch mit schidigenden Nebenwirkungen verbunden.
Deshalb sollte die Entwicklung hin zu Medikamenten mit moglichst geringen
Nebenwirkungen gehen. Richtungsweisend fiir die Zukunft wiren auch Therapieansitze im
Rahmen einer Gentherapie oder die Entwicklung einer Vakzination. Die wirksamste
Strategie ist jedoch die weltweite Aufkldrung und Pravention mit dem Ziel, die HIV/AIDS-

Pandemie in den nichsten Jahren einzuddmmen.
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