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B. Arbeitshypothese und Fragestellung

In dieser Arbeit wird untersucht, ob ein kurzfristiger und direkter Zusammenhang
zwischen dem Auftreten metabolischer Verdanderungen im Rahmen des HIV-
assoziierten Lipodystrophie Syndroms (HALS) und den antiretroviral wirkenden
Medikamenten aus der Gruppe der Proteaseinhibitoren besteht. Die Lipoproteinlipase
und die hepatische Lipase sind fiir den Fettstoffwechsel zentrale Enzyme. Im Zentrum
dieser Untersuchung steht die Frage nach einer Korrelation der gemessenen Spiegel der
jeweiligen Proteaseinhibitoren mit den Enzymaktivitdten der Lipoproteinlipase und der
hepatische Lipase. Weiterhin wird bei der Erhebung der metabolischen Fettstoft-
wechselstérungen differenziert nach dem jeweiligen Vorliegen des phénotypischen

Apolipoprotein E Subtypes.

Es handelt sich bei dieser Arbeit um eine prospektive nicht randomisierte Hypothesen
generierende empirische Pilotstudie, in der der Zusammenhang zwischen der Lipo-

proteinlipase und der hepatischen Lipase mit der metabolischen Stoffwechselstorung im

Rahmen des HALS, der antiviralen Therapie und der HIV-Infektion untersucht wird.



C. Einleitung
1.  Einfithrung in die Thematik
1.1 Das HI-Virus

Im Jahre 1981 (Gottlieb 1981, Heymes 1981) wurde eine zunehmende Haufung von
Erkrankungen wie Pneumocystis carinii Pneumonie, Cytomegalie-Infektionen oder
Kaposi-Sarkomen beobachtet, die infolge einer damals unerkldrten Immunschwiche bei
homosexuellen Mannern auftraten. Zunichst gelang es der Arbeitsgruppe von
Montagnier (Barre-Sinoussi 1983) aus Frankreich, und dann der von Gallo (1984) aus
den USA die Ursache dieser Inmunschwiche in der Gestalt eines Retrovirus auszu-
machen und elektronenmikroskopisch darzustellen. Die Bezeichnung Retrovirus leitet
sich von einem Enzym (Reverse Transkriptase) her, welches fiir die Virusvermehrung
eine wichtige Rolle spielt. Dieses Retrovirus wurde zu Beginn von der Arbeitsgruppe
von Montagnier LAV (Lymphdenopathy Virus) und von Gallos Arbeitsgruppe HTLV-
IIT (Human T-Cell Leukaemia Virus IIT) genannt, schlieBlich entschied sich 1986 das
internationale Komitee fiir Virusnomenklatur fiir den Namen HIV (Human Immuno-

deficiency Virus) (Coffin 1986).

Die Retroviren stammen aus der Familie der Lentiviren, fiir die eine persistierende
Virdmie und eine lange klinische Latenzzeit charakteristisch sind. Morphologisch und
funktionell unterteilt man die Retroviren in drei Subfamilien: Oncoviridae, Lentiviridae
und Spumaviridae. Das HI-Virus hat eine kuglige Form, ist 90-120nm klein und wird
von einer Lipidhiille umgeben, die mit Glykoproteinkomplexen dicht besetzt ist
(Graphik 1). Sie bestehen aus einem duleren Anteil (gp120) und einem Transmem-
branteil (gp 41). Mit diesem Glykoproteinkomplex vermag das Virus sich an Zellen mit
dem Oberflachenantigen CD4 zu binden, dies sind insbesondere T-Lymphozyten, die
diesen Rezeptor tragen, Makrophagen, Monozyten, dendritische Zellen und Gliazellen
(Dalgleish 1984). Im Inneren des HIV liegen zwei Kopien der HIV-RNA, die ihrerseits
nach auflen von einem Matrixprotein und dem p24 Kernantigen umgeben sind. Die
HIV-RNA liegen als Protein-Nukleinsdure-Komplex, nimlich gebunden an einem

Nukleoprotein und der Reversen Transskriptase vor. Das Viruspartikel enthilt weiterhin
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die Enzyme Integrase und Protease, die zur Vermehrung in der Wirtszelle benotigt

werden (Gelderblom 1995).

Graphik 1: Das HI-Virus und sein Vermehrungszyklus
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1.2

Die Infektion der Wirtszellen und die Fortpflanzung des HIV beginnt mit dem Binden
der HIV-Virionen durch das bereits erwihnte Glykoprotein gp120 an das CD4-Molekiil
der jeweiligen Zielzelle. Die Verschmelzung der Zellmembranen und die Virusinkor-
porierung ist an das Vorhandensein von Chemokinen (CXCR4, CCR-5) gebunden, die
erst die voraussetzende konformationelle Anderung zur Fusion im gp120 bewirken,
dann entleert sich der Viruskern in das Zytoplasma der Zielzelle (Deng 1996). Die
Retroviren enthalten ausschlieBlich RNA als genetisches Material, mittels der Reversen
Transkriptase erfolgt die Konversion der viralen RNA in die provirale DNA. Der
komplementdre zweite Strang wird durch das Enzym Ribonuklease H synthetisiert, so
daB am Ende des Prozesses der Reversen Transkriptase eine doppelstringige provirale
nichtintegrierte HIV-DNA vorliegt, die an jedem Ende eine sogenannte LTR-Region
(Long Terminal Repeats) enthdlt. Nach Aktivierung der CD4 Zelle kommt es mittels der
viralen Integrase zur Integration dieser proviralen HIV-DNA in die humane DNA (Zack
1990). Im Bereich der LTR-Regionen befinden sich Bindungsstellen fiir die zelluldre
Transskription, iiber die die regulatorischen HIV Proteine und RNA-Transkribate
synthetisiert werden. Die Bildung neuer Viruspartikel erfolgt dann iiber die Formation
der HIV-RNA und der verschiedenen Virusproteine zu einem Zellkern und der Bewe-
gung in Richtung Zelloberfldche. Dieser ProzeB3 wird durch die HIV-Protease reguliert.
Mit der Ausknospung aus der Zelle, legt sich die Zellmembran um den Viruskern und
die Glykoproteine gp120 und gp41 werden inkorporiert. Zuletzt werden infektidse

Virionen entlassen (budding).

Grundziige der antiviralen Therapie

Die erste therapeutische Option ergab sich 1986 mit dem Medikament Zidovudin
(Retrovir®) (Yarchoan 1986), welches das fiir die retrovirale Replikation wichtige
Enzym 'Reverse Transkriptase' durch eine kompetive Hemmung zu hemmen vermag
(Graphik 1). Durch den Einbau von Azidothymidin als falscher Baustein kommt es zu
einem Kettenabbruch bei der Synthese der proviralen DNA. Die Therapieerfolge waren
damals allerdings nur sehr kurzfristig, ein Uberlebensvorteil zwischen Patienten, die
Retrovir einnahmen und denen, die auf eine medikamentdse Therapie verzichteten,

konnte nicht nachgewiesen werden (Hamilton 1992, Volberding 1995).
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Tabelle 1: Reverse Transkriptaseinhibitoren (RTI)
Name (Freiname und Kiirzel)
Retrovir® (Zidovudin = AZT)
Epivir® (Lamivudin = 3TC)
Hivid"” (Zalcitabin = ddC)
Videx” (Didanosin = ddI)
Zerit” (Stavudin = d4T)
Ziagen” (Abacavir = Abc)

Therapeutische Verbesserungen ergaben sich, durch die Entwicklung der weiteren
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren und der Kombinierbarkeit einiger dieser Substanzen

miteinander (Staszewski 1996, Collier 1993, Meng 1992, Ragni 1995).

Mit der Einfiihrung einer neuen Substanzgruppe, der Proteaseinhibitoren im Jahre 1996,
welche in Kombination mit Reverse-Transkriptase-Inhibitoren wesentlich effizienter die
HIV-Replikation durch die zusétzliche Hemmung der HIV-Protease zu unterbinden
vermdgen, gelang ein weiterer wichtiger Meilenstein in der Therapie der HIV-Infektion.
Erstmalig konnte ein Uberlebensvorteil (Cameron 1996, Cameron 1998) fiir die Patien-
ten nachgewiesen werden, die eine Proteaseinhibitoren beinhaltende antiretrovirale
Kombinationsherapie einnahmen. Proteaseinhibitoren greifen in die letzte Phase der

Virusreplikation ein, sie binden an das aktive Zentrum der viralen Protease und unter-

Tabelle 2: Proteaseinhibitoren

Name (Freiname und Kiirzel)

Invirase” (Saquinavir-Mesylat =SQV-HGC)
Fortovase” (Saquinavir, freie Base=SQV-SGC)
Viracept” (Nelfinavir=NFV)

Norvir”® (Ritonavir=RTV)

Crixivan® (Indinavir=IDV)

Agenerase” (Amprenavir=APV)

Lopinavir (in Komb. mit Ritonavir : Kaletra®=LPV/r)

binden damit die Synthese fiir die virale Replikation wichtiger Proteine, so daB3 lediglich
nicht infektiose Virionen gebildet werden, die nicht mehr in der Lage sind andere Zellen

zu infizieren.
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1.3

Die Nicht-Nukleosidalen Reversetranskriptaseinhibitoren (NNRTI) bilden die dritte
Klasse der antiretroviral wirkenden Medikamente zur Therapie der HIV-Infektion und
wirken ebenfalls — wie die zuerst genannte Klasse - an der Reversen Transkriptase. Sie
wirken allerdings nicht kompetitiv, durch eine Anlagerung an der Reversen Transkripta-
se und hemmen das Enzym durch die Verdnderung seiner dreidimensionalen rdumliche

Struktur.

Tabelle 3: Nicht-Nukleosidale RTI (NNRTI)
Name (Freiname und Kiirzel)
Viramune” (Nevirapin = NVP)
Sustiva” (Efavirenz = EFV)
Rescriptor” (Delavirdin = DLV)

Durch die Einfiihrung dieser drei Medikamentenklassen und deren mannigfaltigen
Kombinationsmdglichkeiten gelingt es die Virusreplikation wesentlich zu supprimieren,
so daB sich die HIV Infektion von einer tddlich verlaufenden zu einer behandelbaren

chronischen Infektionserkrankung wandelte (Palella 1998).

Metabolische und morphologische Fettstoffwechselstorungen

Mit der verbesserten Behandelbarkeit der HIV-Infektion sind neue Begleiterschei-
nungen aufgetreten. Erstmalig wurde 1996 bei einem Patienten in Atlanta/USA, der eine
Kombinationstherapie bestehend aus Indinavir, Lamivudin und Zidovudin erhielt, die
Entwickung eines Stiernackens beobachtet und im darauffolgenden Jahr publiziert
(Hengel 1997). Im Jahre 1998 (Lo 1998, Carr 1998a, Carr 1998b) folgen weitere
Berichte iiber morphologische und metabolische Fettverteilungsstorungen bei anti-
retroviral behandelten HIV-1 Patienten. Es handelt sich einerseits um Fettgewebshyper-
trophien, andererseits um Atrophien an bestimmten Korperregionen. Neben diesen
morphologischen werden metabolische Verdnderungen wie Hypertriglycerid- und
Hypercholesterindmien sowie pathologische Erhohungen der Insulinresistenz bis hin zur

Manifestation eines Diabetes mellitus Typ 2 beobachtet.
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Die diesen Verdnderungen zugrundliegenden Pathomechanismen sind noch nicht
ausreichend geklért. Die Zusammenhénge zwischen den unterschiedlichen metaboli-
schen und morphologischen Stérungen zueinander und die Frage nach einem z.B.
erhohten Risiko des Auftretens kardiovaskuldrer Erkrankungen sind ebenfalls noch

nicht bekannt und damit Objekt ausgiebiger weltweiter Untersuchungen.

Eine einheitliche Terminologie existiert bisher nicht. Es werden Termini wie 'HIV-
assoziiertes Lipodystrophie-Syndrom' (Walker 2001) - 'Metabolic-Morphologic-
Abnormalities' (MMA) (Galli 2000) — 'HIV-Proteaseinhibitor related Lipodystrophy-
Syndrom' (Carr 2000a) oder 'Fat Redistribution' (FR) (Gervasoni 1999) zur
Beschreibung der verschiedenen Verdnderungen benutzt. Als Oberbegriff fiir die
unterschiedlichen morphologischen und metabolischen Verdnderungen bei HIV-
Patienten wird in dieser Arbeit der Begriff des 'HIV-Assoziierten Lipodystrophie-
Syndromes' (HALS) verwendet.

1.3.1 Morphologische Verdanderungen (morphologische Lipodystrophie)

Eine Zunahme des visceralen Fettes, wurde zuerst 1998 bei HIV-Patienten beschrieben,
die eine Proteaseinhibitoren beinhaltende Kombinationstherapie erhielten. Entsprechend
wurden in der Annahme einer Assoziation mit dieser Substanzgruppe Begriffe wie
"crix-belly" oder "protease paunch" in der englischsprachigen Fachliteratur kreiert.
Mittels CT-Scan wurde die VAT zu TAT Ratio (visceral adipose tissue/ total adipose
tissue) auf der Umbilical-Ebene (entspricht der LWS 4 Hohe) ermittelt. Verglichen
wurden drei Gruppen von je 10 HIV-Patienten miteinander: Zwei Gruppen von Patien-
ten, die Indinavir (Crixivan®) iiber mindestens sechs Monate einnahmen, eine mit - eine
ohne - klinischen Anhalt fiir abdominelle Fettakkumulation mit einer Gruppe, die kein
Indinavir einnahm. Die Ratio fiir diese drei Gruppen betrug, entsprechend dieser
Reihenfolge: 0,7 - 0,59 - 0,4 und erwies sich als hochsignifikant (p=0,004) fiir eine
Korrelation von abdomineller Fettakkumulation und der Einnahme einer Indinavir

beeinhaltenden Therapie (Miller 1998).

Weiterhin kommt es in der Nackenregion bei einigen Patienten zu einer pathologischen
Fettakkumulation und der Bildung eines sogenannten Stiernackens (buffalo hump) (De

Luca 1998, Roth 1998, Lo 1998). Vom Juni 1995 bis zum Oktober 1997 studierte Lo
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mit ihrer Gruppe acht Patienten, die derartige nuchale morphologische Veranderungen
aufwiesen. Lediglich vier von ihnen erhielten Proteaseinhibitoren (drei Indinavir, einer

Nelfinavir). Im Cortisonstoffwechsel fand sie keine Anomalien.

Der ventrale Thorax ist die dritte Region in der es zu einer Hypertrophie kommen kann.
Bei Ménnern und bei Frauen konnen sich BrustvergroBBerungen entwickeln, die wahr-
scheinlich eher auf einer Hypertrophie des Brustgewebes, als auf einer reinen Fettge-
webshypertrophie beruhen. Bei Frauen sind diese Verdnderungen meistens symme-
trisch, bei Ménnern zuweilen auch lediglich einseitig. In den wenigen vorliegenden
Veroffentlichungen scheint eine Assoziation zu einer Proteaseinhibitorentherapie gege-

ben (Herry 1997, Lioni 1998, Gervasoni 1999).

Atrophe Verdnderungen sind neben den beschriebenen hypertrophen Verédnderungen
eine weitere Ausdrucksform der morphologischen Lipodystrophie. Der Verlust von
subcutanem Fettgewebe an den Extremitéten und am Rumpf fiihrt zu einer markanten
Vorwolbung der oberflachlich gelegenen vendsen Gefdlle. Im Gesicht fiihren diese Ver-
anderungen zu einer Betonung der Nasolabialfalte infolge des Verlustes des buccalen
Fettpropfes, sowie einer Betonung des Jochbeines und der Schléfenregion durch den
Verlust des temporalen subcutanen Fettes (Carr 1998a). Die Fettatrophie am Gesil3

fiihrt zu einem Verlust der Form und einer Faltenbildung (Gervasoni 1999).

Mangels einer international einheitlichen Definition des HALS und festgelegter mor-
phologischer bzw. metabolischer Kriterien ab wann von einer lipodystrophen Verén-
derung auszugehen ist, sind insbesondere die Dysmorphien in den unterschiedlichen
Arbeiten mit unterschiedlichen Techniken beschrieben worden. Die Grenze zwischen
noch normaler Fettverteilung und bereits pathologischer Dysproportion bleibt ungenau
und 148t sich derzeit nicht exakter bestimmen. Alters- oder geschlechterspezifische

Normalwerte sind nicht definiert.

Praktikable und reproduzierbare diagnostische Instrumente zur Beurteilung der Fett-
verteilung und Objektivierbarkeit von Fettverteilungsstorungen sind in der DEXA-
Methode (Dual Energy X-Ray Absorptiometry) (Roubenoff 1993) und der Computer-
bzw. Kernspintomographie (Saint-Marc 2000) zu sehen.

14



Zwei antropometrische Messungen sind in der Literatur erwdhnt: einerseits die
Hautfaltenmessung an einer vordefinierten Stelle mit einer sogenannten "Speckzange",
welche von Untersucher zu Untersucher nicht sicher reproduzier- und dadurch nicht
objektivierbar ist (Schwenk 1999a). Andererseits die Hiift-Taillen-Ratio (Waist-to-hip
Ratio), die in der Adipositasforschung bereits verwandt wird (Molarius 1998). Mit der
Korperimpedanzanalyse lassen sich regionale Unterschiede der Korperfette nicht
differenzieren, so dal diese Methode in der Messung und Bewertung des HALS wenig
hilfreich ist (Schwenk 1999b).

Die Erscheinung der HIV-assoziierten Lipodystrophie ist bei unterschiedlichen Patien-
ten mannigfaltig. Es werden von Saint-Marc (2000) drei verschiedene Formen nach rein
morphologischen Kriterien voneinander differenziert:

(1) ein gemischter Typ, der sowohl atrophe als auch hypertrophe Merkmale vereint, von
einem

(2) rein hypertrophen Typ mit Fettakkumulation im Bereich des Bauches, des Nackens
oder der Briiste, von einem

(3) rein atrophen Typ mit subcutanem Fettverlust im Bereich der Extremititen, des

Gesichtes oder auch des Gesélles.

In den Publikationen zur Priavalenz der morphologischen lipodystrophen Verdnderun-
gen werden sehr unterschiedliche Angaben gemacht. Die Zahlen schwanken von 2-83%
fiir den gemischten Typ (1), von 1-56% fiir den rein hypertrophen Typ (2) und von
1-24% fiir den rein atrophen Typ (3) (Safrin 1999). Diese Diskepanz liegt darin begriin-
det, daB es keine einheitliche Falldefinition dieser HIV assoziierten Lipodystrophie gibt
und in den verschiedenen Forschungsprojekten keine einheitlichen Kriterien oder MeB-

verfahren angewandt wurden.

1.3.2 Metabolische Verdnderungen (metabolische Lipodystrophie)

Veranderungen im Fett- , Glukose- und Knochenstoffwechsel finden sich iiberdurch-
schnittlich bei HIV-Patienten, die eine antivirale Therapie ihrer HIV-Infektion erhalten.
Es handelt sich um eine Kombination aus Triglyceriderh6hungen, Cholesterinerh6hun-

gen, einer Zunahme der pathologischen Glukosetoleranz, sowie um Osteopenien.
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Insbesondere die Dyslipiddmien scheinen mit der Einnahme einer proteaseinhibitoren-

haltigen Therapie vergesellschaftet zu sein (John 2001, Saves 2002).

L.

Hypertriglyceriddmien sind bei fortgeschrittener HIV-Infektion ein bekanntes Phéno-
men und bereits lange vor dem Auftreten des HALS beschrieben. Sie traten insbeson-
dere in Verbindung mit Hypocholesterindmien beim HIV-assoziierten Wasting-
Syndrom auf (Constans 1994, Grunfeld 1989). Anders verhilt es sich bei Triglycerider-
héhungen, die sich im Rahmen des HALS bei Patienten ohne Wasting-Syndrom mani-
festieren, also auch unabhéngig vom Stadium und der Dauer der HIV-Infektion. Die
Cholesterinwerte werden entweder ebenfalls erhoht oder im Normbereich gemessen,
nicht jedoch erniedrigt. Die Triglyceridwerte iiberschreiten bisweilen Werte von
1000mg/dl. Eine Assoziation scheint eher mit Proteaseinhibitoren beinhaltenden
Kombinationstherapien zu bestehen (Thiébaut 1999), doch auch beziiglich des NRTI
Stavudin (Polo 1999) und des NNRTI Efavirenz (Moyle 1999) wird eine erhdhte
Inzidenz von Hypertriglyzeriden diskutiert. Unter den Proteaseinhibitoren scheint
Ritonavir die grofite Potenz zur Induktion einer Hypertriglyceriddmie zu haben, gefolgt
von Indinavir, Nelfinavir, schlieBlich Amprenavir und Saquinavir (Bonnet 1998,

Bernasconi 1998, Pedneault 1999, Polner 1998, Roge 1999).

II.

Cholesterinwerterh6hungen treten insbesondere bei HIV-Patienten auf, die mit einer
Proteaseinhibitoren beinhaltenden antiviralen Kombinationstherapie behandelt werden,
die Inzidenz behandelter HIV-Patienten, die keine Proteaseinhibitoren erhalten, ist
deutlich geringer (Thiébaut 1999). Bei unbehandelten HIV-Patienten kommen Hyper-
cholesterindmien nur sehr selten vor (Carr 1999). Das Gesamtcholesterin erreicht bei
den antiviral behandelten Patienten nicht selten Werte von iiber 300mg/dl, es beruht im
Wesentlichen auf einem Anstieg der VLDL- und der LDL-Fraktion (Behrens 1999a) bei
gleichzeitiger Abnahme des HDL-Cholesterins. Das Apolipoprotein B ist ebenfalls
erhoht (Christeff 1999, Schmitz 2001).

Diese Verdnderungen des Lipidstatus unter antiviraler Therapie bei HIV-Patienten

gehen mit einem erhdhten atherogenem Index einher. Immer mehr Studien beschéftigen
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sich daher mit der Frage, ob beziiglich der Daten der Framingham-Studie bei diesen
HIV-Patienten ein erhdhtes Risiko einer GefiaBkomplikation wie akutes koronares
Syndrom, Apoplex oder periphere arterielle VerschluBkrankheit besteht. Entsprechend
der langsamen Progression der arteriosklerotischen Verdnderungen und der erst seit
1996 bekannten dyslipamischen Abweichungen bei HIV-Patienten, ergaben die ersten
Untersuchungen bereits eine leichte Zunahme von Gefdlkomplikationen in dieser
Patientengruppe, viele Einzelbeobachtungen wurden inzwischen verdffentlicht (Behrens
1998, Gallet 1998, Henry 1998, Flynn 1999, Karmochkine 1998, Friedl 2000, Eriksson
1998). In zwei Kohorten-Studien (Rickerts 2000, Juette 1999) wird von einer seit der
Einfiihrung der HAART stetigen Zunahme der Inzidenz von Herzinfarkten bei antiviral
behandelten HIV-positiven Patienten berichtet. In der Frankfurter Kohorte sind 4993
HIV positive Patienten, die von Januar 1983 bis Dezember 1998 behandelt wurden
beziiglich der Inzidenz von Myocardinfarkten retrospektiv ausgewertet worden.
Insgesamt hatte 29 Patienten ein Infarktereignis. Die Inzidenz pro 1000 Patienten pro
Jahr veranderte sich in den verschiedenen Zeitrdumen: 0,86 (1983-1986), 1,14 (1987-
1990), 0,59 (1991-1994) zu 3,41 (1995-1998). Der verbesserten Therapiemoglichkeit
der HIV-Infektion scheint eine erhohte Inzidenz von myocardialen Ischdmien gegen-

tiber zu stehen (p=0,002) (Rickerts 2000).

1.

Glukosestoffwechselstorungen wurden erstmalig 1997 vermehrt bei HIV Patienten im
Zusammenhang mit einer Proteaseinhibitoren beinhaltenden antiretroviralen Therapie
beobachtet (Ault 1997, Dube 1997, Eastone 1997, Visnegarwala 1997). Phénotypisch
entspricht diese Storung am ehesten dem insulinpflichtigen Diabetes mellitus Typ 2.
Ketoazidosen sind sehr selten, eine Insulinresistenz kann vermehrt nachgewiesen
werden (Walli 1998). Die australische Arbeitsgruppe von Andrew Carr hat in einer
groflen prospektiven Studie gezeigt, dal3 sich die Insulinresistenz unter der Protease-
inhibitorentherapie allméhlich entwickelt. Nach einjdhriger Therapie besitzt sie nach
seinen Daten bereits eine Haufigkeit von 80% (Carr 1998b, Carr 1999). Nach einem
Wechsel der antiretroviralen Therapie von einer Proteaseinhibitoren beinhaltenden zu
einer proteaseinhibitorenfreien Therapie, kommt es bei der liberwiegenden Anzahl von
Patienten zu einer Verbesserung der Insulinsensitivitit (Martinez 1999). Vergleicht man

Patienten, die ausschlieBBlich NRTI erhielten mit Patienten, die zusétzlich Protease-
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14.1

inhibitoren zu sich nahmen, so ist die Pravalenz bei der ersten Gruppe mit lediglich

25% deutlich geringer (Goebel 2000).

Grundziige des Fettstoffwechsels

Transportsysteme der Plasmalipoproteine

Im Stoffwechsel der Plasmalipoproteine werden drei Transportsysteme unterschieden:
- durch den exogenen Weg werden Nahrungslipide
- durch den endogenen Weg werden Lipoproteine hepatischen Ursprungs

- und durch den reversen Cholesterintransport wird selbiges zur Leber transportiert.

Fettmolekiile wie Triglyceride und Cholesterol sind hydrophob und bediirfen daher im
Plasma einer besonderen Form des Transportmechanismus, der durch die Lipoprotein-
komplexe ermoglicht wird. Die tiber die Nahrung (exogen) aufgenommenen Trigly-

ceride werden zu 90% und die Cholesterine zu ca. 40% in der Diinndarmwand zu

Tabelle 4: Physikalische Eigenschaften und Cholesterin/Triglyceridanteil der
humanen Plasmalipoproteinklassen (Illingworth 1993). Die Chylo-
mikronen und das VLDL (very low density lipoprotein) sind besonders
triglyceridreich, das LDL (low density lipoprotein) und das HDL (high
density lipoprotein) besonders cholesterinreich.

Chylomikronen VLDL LDL HDL
Dichte (g/ml) ~0,095 <1,006 1,019-1,063  1,063-1,21
Serumelektrophorese Auftragstelle Prée-Beta Beta Alpha
Cholesterol 2 7 8 4
Cholesterolester 5 13 37 18
Triglyceride 84 51 11 4
freie Fettsduren 0 2 1 1

Chylomikronen synthetisiert und tiber das Lymphsystem (ductus thoracicus) in den
Blutkreislauf transportiert. Das Enzym der Lipoproteinlipase befindet sich vor allem in

den Endothelien der kleinen Blutgefdfle von Fettgewebe und Muskulatur und hydro-
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lisiert die Triglyceride der Chylomikronen. Die dabei freigesetzten Fettsduren werden
dem peripheren Gewebe als Energiequelle zur Verfligung gestellt. Die Chylomikronen-
reste (chylomikron remnant) werden unter Zuhilfenahme des Apolipoprotein E durch
die Leber aus der Zirkulation entfernt. Taglich werden 70-100g Nahrungstriglyceride
durch die Lipoproteinlipase verstoffwechselt. Ein Mangel (genetisch) oder eine vermin-

derte Syntheseleistung (sekundér) wiirde zu einer Hypertriglyceridédmie fiihren.

Graphik 2 A+B: Exogener und Endogener Stoffwechsel der
Plasmalipoproteine und Lipide.
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Die Verstoffwechselung des von den Hepatozyten gebildeten triglyceridreichen VLDL
(endogen) erfolgt ebenfalls durch die endotheliale Lipoproteinlipase, dadurch wird der
groBite Teil der Triglyceride zu freien Fettsduren abgebaut, es resultieren die kleineren
und dichteren IDL-Partikel. Mittels der hepatischen Lipase werden diese Partikel zu
dem cholesterolreichen LDL konvertiert. Sowohl die IDL- als auch die LDL-Partikel
konnen durch den ApoE/ApoB100 Rezeptor (der wohl dem LPR-Rezeptor entspricht —
sieche nédchstes Kapitel) in der Leber oder auch in extrahepatischem Gewebe mit einem
hohen Cholesterolbedarf aufgenommen werden. Das Cholesterin ist ein wichtiger
Membranbestandteil und Ausgangssubstanz fiir die Synthese von Steroidhormonen (in
der Nebenniere und den Ovarien) und von Vitamin D. Den groB3ten Anteil an der

Elimination des LDL leistet die Leber.

Das drittes Transportsystem ist der reverse Cholesterintransport iiber das das Choles-
terin vom peripheren Gewebe zur Leber gelangt. Neben der Haut, tiber die durch Ab-
schilferung circa 100mg Cholesterin pro Tag abgegeben werden, ist lediglich die Leber
direkt iiber den Abbau oder indirekt tiber das Gallesystem in der Lage Cholesterin aus-
zuscheiden. Zunichst wird das Cholesterin auf HDL iibertragen. Mit verschiedenen
cholesterinreichen und kompakten HDL-Partikel werden {iber die Lezithin-Cholesterol-
Azyl-Transferase (LCAT) Komplexe gebildet. Ein Teil reichert Apo E an und gelangt
so zur Leber, ein anderer Teil wird an das Cholesterolester-Transferprotein (CETP)
gebunden, wird auf LDL geladen und iiber die Blutzirkulation zur Leber befordert
(Kostner 1995).

Eine in dieser Arbeit hypothetisch angenommene hemmende Interaktion zwischen HIV-
Medikamenten und der Lipoproteinlipase oder der hepatischen Lipase wiirde zu einer

Hyperlipidaemie mit insbesondere fithrender Hypertriglyceridaemie fiihren.

1.4.2 Apolipoprotein E (Apo E)

Das Apo E ist ein polymorphes Protein, welches in nahezu allen Geweben des
Saugetierorganismus synthetisiert werden kann. Es ist unter anderem ein Ligand des
LDL-Rezeptors (Apo-B100/E-Rezeptor) und entspricht wohl dem 1988 erstmals
beschriebenen und postulierten Rezeptor LRP (LDL-Rezeptor dhnliches Protein)
(Mahley 1988). Uber Apo E wird der Katabolismus von Chylomikronen, VLDL-
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1.5.1

Remnants und den Apo E reichen HDL reguliert. Es sind drei Allele am Apo E Locus
bekannt, die €2, €3 und €4 genannt werden. Phénotypisch lassen sich drei homozygote
—némlich E 2/2, E 3/3 und E 4/4 - und drei heterozygote — E 2/3, E 3/4 und E 2/4 —
Formen unterscheiden. Die Kombination E 3/3 kommt mit ca. 55% in der Bevolkerung
am héufigsten vor und gilt dadurch als Normaltyp (Schmitz 1995). Die Allele €3 wird
als der Wildtyp bezeichnet aus dem die Allelen €2 und €4 durch die Substitution von
Arginin durch Cystein in der Position 158 bzw. umgekehrt in Position 112 entstehen.
Aufgrund ihrer unterschiedlichen Nettoladungen ist der Polymorphismus des Apo E
anhand der isoelektrischen Fokussierung zu analysieren (Mérz 1991, Havekes 1987).
Der Apo E Polymorphismus beeinflullit sowohl den exogenen als auch den endogenen
Cholesterintransport, durch eine verdnderte Affinitdt zum Rezeptor bei vorhandener
Mutation. Der Apo E2 Phénotyp fiihrt zu erhdhten Spiegeln von Chylomikronen und
VLDL-Remnants, der Apo E4 Phinotyp ist mit einem erhohten LDL-Cholesterin
vergesellschaftet. Die Verstoffwechselung der Fette ist reduziert, was eine Hyper-

lipidémie, insbesondere zu Lasten der Cholesterine, zur Folge hat (Kostner 1995).

Erfassung des wissenschaftlichen Umfeldes

Hypothese der Sequenzhomologie

Carr (1998a und 2000a) stellt als Erkldrungsmodell der Entwicklung des Lipodystro-
phie-Syndromes folgende Hypothese zur Diskussion: Durch die hohe Affinitét der HIV-
Proteaseinhibitoren zu dem katalytischen Zentrum der HIV Proteasen, komme es neben
der Hemmung der HIV-Protease ebenfalls zu einer Hemmung homologer Proteine des
Lipidmetabolismus. Eine 12-Aminosduresequenz, die das katalytische Zentrum der HIV
Protease umspanne, habe einerseits eine 63% Homologie in der Region der lipidbin-
denden Doméne in dem LRP (LDL-receptor-related protein) und andererseits eine 58%
Homologie mit der C-Terminalen Region des CRABP-1 (cytoplasmatic retinoic acid

binding protein type I).

Das LRP (bzw. der Apo-B100/E-Rezeptor) - von dem bereits in dem vorherigen Kapitel
(1.4.2) die Rede war — sei bekannt als ein wichtiger hepatischer Rezeptor, der eine

entscheidende Rolle bei der postprandialen Clearance der Chylomikronen spiele,
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aullerdem befinde er sich gemeinsam mit der Lipoprotein-Lipase (LPL) auf dem
kapillaren Endothel. Der LPL/LRP Komplex spalte Fettsduren von zirkulierenden
Triglyceriden, wodurch diesen die Aufnahme in den Adipozyten und die Speicherung in
Fettzellen (Adipozyten) ermoglicht werde. Die postulierte Hemmung des LRP durch die
Proteaseinhibitoren wiirde erstens zu einer verminderten postprandialen Clearance und
entsprechend zu einer Hypertriglyceriddmie fithren, zweitens durch die verminderte
Spaltung der Fette und verminderte Speicherung in Adipozyten zu einer zusétzlichen

Hyperlipiddmie und einer Lipoatrophie.

Das CRABP-1 sei ein ubiquitdr vorkommendes Protein, welches iiber den PPARYy
(Peroxisome proliferator activated receptor typ y) sowohl die Apoptosis als auch die
Diffenzierung und Proliferation von Fettzellen und die Insulinsensitivitit reguliere. Die
angenommene Hemmung dieses Proteins durch Proteaseinhibitoren fiihre, so Carr —
insbesondere im subcutanen Fettgewebe, wo die Dichte des PPARy hoher sei als in den
anderen Regionen des Fettgewebes — zu einer vermehrten Apoptosis, dadurch auch zu
einer Hyperlipiddmie und einer erh6hten Insulinresistenz. Weil die zentralen
Adipozyten metabolisch aktiver seien als die peripheren, komme es zu einer vermehrten
zentralen Fettakkumulation. Die Anwesenheit von Ostrogen fiihre zusitzlich zu einer

vermehrten Fettanlagerung in der weiblichen Brust.

1.5.2 Hypothese der mitochondrialen Dysfunktion

Brinkman (1999) berutft sich in seiner Hypothese zur Pathogenese des HALS, die er als
alternativen oder zumindest zusitzlichen Mechanismus zu dem zuvor von Carr aufge-
stellten Erkldrungsmodell sehen mdchte, auf Beobachtungen von Teplitzky (1999) und
Hengel (1997), die eine Ahnlichkeit zwischen dem HALS und der benignen bzw.
multiplen symmetrischen Lipomatosis (MSL) oder auch Madelungs Erkrankung

genannt, beobachteten.

Als Ursache fiir die MSL wird eine Punktmutation der Nukleotid-Position 8344 der
mitochondrialen DNA (mtDNA) angenommen, die eine Storung der oxidativen
Phosphorylierung verursache. Insbesondere das braune Fettgewebe habe die hochste

Konzentration von Mitochondrien, was bei einer Storung eines Enzymes der Atmungs-
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kette zu einer verringerten Fettverstoffwechselung und dadurch zu einer

Fettakkumulation in Form von Lipomen insbesondere in diesem Gewebe fiihre.

Die Verbindung zwischen der MSL und dem HALS sieht Brinkman in dem gemein-
samen - einerseits (MSL) genetisch bedingten und andererseits (HALS) erworbenen -
mitochondrialen DNA Defekt. Patienten mit der erworbenen Fettstoffwechselstorung
nehmen Medikamente aus der Klasse der NRTI ein, die als Nebeneffekt die DNA-
Polymerase y zu hemmen vermdgen. Diese Hemmung fiihre zu einer vorzeitigen Er-
schopfung der mitochondrialen DNA, bis hin zu einer mitochondrialen Dysfunktion.
Die bekannten unerwiinschten Wirkungen der Medikamente aus der Klasse der NRTI
wie Polyneuropathie, Myopathie, Kardiomyopathie, Pankreatitis, Knochenmarkssup-
pression und Laktatazidose erkldrt Brinkman mit dieser erworbenen mitochondrialen

Dysfunktion.

Seine Hypothese besagt, daB3 die mitochondriale Dysfunktion, die durch die NRTI
verursacht werde, verantwortlich fiir den Mechanismus sei, der letztlich zur HALS
filhre. Diese metabolische Storung dhnelt — nach seiner Ansicht - der vererbbaren MSL.
Insgesamt sei von einem multifaktoriellen Geschehen auszugehen, in dem auch die
Proteaseinhibitoren eine schidigende Rolle mitspielen, als fiihrend in der Entstehung
des HALS sei nach Brinkman jedoch der Mechanismus der erworbenen mitochondria-

len Dysfunktion zu sehen.
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C — Material und Methoden

2.1

2.2

2.3

Patientengruppe
In dieser Pilotstudie wurden in der Zeit vom 19. Oktober 1999 bis zum 9. Mérz 2001

insgesamt 40 Patienten (37 ménnliche und 3 weibliche) untersucht.

EinschluBkriterien:

HIV positiver Test, Einnahme einer antiretroviralen Kombinationstherapie seit mindes-
tens drei Monaten und entweder Anhalt flir eine metabolische (Niichtern-Hypertrigly-
ceriddmie > 300mg/dl oder Niichterncholesterinimie >300mg/dl) oder eine morpho-

logische Anomalie (faziale Atrophie, Stiernacken oder abdominelle Hypertrophie).

Jeder der Probanden wurde zuvor iiber diese Untersuchung aufgeklért, die als Studie bei
der Arztekammer Hamburg angemeldet und akzeptiert wurde. Zur Bestimmung der
Lipoprotein- und hepatischen Lipase Aktivitdten wurde jedem Probanden gewichts-
adaptiert Heparin appliziert, {iber die moglichen unerwiinschten Wirkungen wurde jeder

Proband aufgeklart und er hat schriftlich sein Einverstiandnis gegeben.

Serum
Das den Probanden entnommene Blut wurde bei 2500 Upm in einer Varifuge iiber 10
Minuten bei 4°C zentrifugiert. Das Serum wurde abpipettiert und bis zur Weiterverar-

beitung bei —80°C tiefgefroren.

Lipidbestimmung
Cholesterinbestimmung: Die Bestimmung des Cholesterinsgehaltes der Seren wurde mit

der ,Monotest-Cholesterin-CHOP-PAP-Methode (Firma Boehringer Mannheim) durch-

gefiihrt. Unter Zuhilfenahme des Eppendorfer Diluters wurden 10ul Probe und 1 ml
Reagenzlosung gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktion
der Probe wurde bei einer MeBwellenldnge von 546nm gegen den Reagenzienleerwert
in einem Photometer (Firma Eppendorf) gemessen. Die Multiplikation des so ermittel-

ten Wertes mit 853 ergab die Cholesterinkonzentration in mg/dl.
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Triglyceridbestimmung: Zur Bestimmung der Triglyceridkonzentration der Seren wurde

die Testkombination ,,Triglyceride GPO-PAP* (Firma Boehringer Mannheim) verwen-
det. Mit Hilfe des Eppendorf Diluters wurden 10ul Probe und 1 ml Reagenzldsung
gemischt und 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktion der Probe
wurde bei einer MeBlange von 546nm gegen den Reagenzienleerwert in einem Photo-
meter (Firma Eppendorf) gemessen. Nach Multiplikation des ermittelten Wertes mit

1040 wurde die Triglyceridkonzentration in mg/dl ermittelt.

Aktivitatsassay der Lipoproteinlipase

A. Reagenzien und Losungen:
1.) Lysophosphatidylcholin (Sigma)
9mg/1,5ml Chloroform/Methanol (1:1, V:V)
2.) Triolein (Sigma, Fluka)
3.) Tris-HCL Puffer 0,2 M pHS (4,85/200ml)
4.) Albumin (Sigma)
5g/100ml Tris-Puffer, Aliquots wurden bei —20°C eingefroren
5.) Radioaktives Triolein (Amersham CFA 258)
6.) Extraktionslosungen
Methanol 141ml, Chloroform 125ml, n-Heptan 100ml (Stoppldosung)
Tetraboratpuffer:
Kaliumtetraborat 30,55g/1 pH 10,5
Kaliumcarbonat 13,82 g/l

B. Substrat
Das Substrat wird aliquotiert und bei —20°C eingefroren.
Pro Roéhrchen: 50ul Triolein
50ul Lysophosphatidylcholin
20-50p1 "*C Triolein (150.000 oder 300.000 cpm)

C. Herstellung der Substratemulsion
Ein R6hrchen Substrat wird in ein Zentrifugenglas (98x170mm) iiberfiihrt und unter

Stickstoff vorsichtig abgedampft. AnschlieBend wird der Riickstand in 2,4ml Tris Puffer
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aufgenommen und unter Eiskiihlung bei 2 Watt und einer konstanten Amplitude, 3 mal
60 Sekunden beschallt. Die Spitze des Schallkopfes taucht dabei ca. 1cm in die Losung.
Nach der Beschallung werden zu der Emulsion 0,3 ml Albumin in Tris-Puffer und 0,3

ml hitzeinaktives Serum (1 Stunde, 56°C) gegeben.

Endkonzentration der Emulsion:

Triolein 1,33 mM, LPC 0,2%, BSA 0,5%

D. Assay Durchfiihrung

1.) Losungen und Plasma auftauen und auf Eis stellen

2.) Probengefille vorkiihlen

3.) je 1ul postheparin Plasma (vorverdiinnt 1:10) bzw. 1ul Kontrollseren
pipettieren (Blindwert).

4.) Probanden Probe 7ul anti HI Antikérper pipettieren

5.) 100ul Emulsion dazugeben (Endvolumen 200ul), R6hrchen verschlieSen, kurz
vortexen

6.) 2 Stunden bei 30°C im Wasserbad inkubieren (schiitteln)

7.) stoppen durch Zugabe von 3,25 Stopplosung und 1,0 ml Tetraboratpufter,
danach kurz vortexen

8.) 2 min auf Schiittelmaschine

9.) zentrifugieren bei 3000 rpm 15 min

10.) Iml der Oberphase mit 4-5 ml Scintillationsfliissigkeit zdhlen

11.) zur Berechnung der spezifischen Aktivitit 20-100ul Emulsion in 4-5 ml

Scintillationsfliissigkeit mitzédhlen

E. Berechnung

Spezifische Aktivitdt der Emulsion = AS

AS =(cpm der Emulsion x 3 x 885 x 107)/ (0,1 x 7) (cpm/nmol)
0,1 = Volumen der gezdhlten Emulsionen in ml

7 =mg Triolein in 3ml Emulsion

3 = Volumen der hergestellten Emulsion

885= MW von Triolein
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LPL Aktivitdt = (cpm der Probe x 2,45 x 3) / (AS x 1 x 0,76 x Inkubation in min)
(nmol FFA/min/Rdhrchen)

2,45 = Volumen der gesamten wéssrigen Extraktionsphase in ml

3 =Fettsduren die pro Molekiil Triolein frei werden

1 = Volumen der Extraktionsphase, in der die Radioaktivitdt gemessen wird

0,76 = Extraktionskoeffizient der freien Fettsduren

Aktivitdt nmol FFA/ml/R6hrchen

Probenvolumen (ml)

mU = nmol freier Fettsduren/min/ml Probe

Aktivititsassay der hepatischen Lipase (postheparin Plasma)
A. Reagenzien und Lésungen
1.) Lysophosphatidylcholin (Sigma)
9mg/1,5ml Chloroform/Methanol (1:1, V:V)
2.) Triolein (Sigma, Fluka)
3.) Tris-HCL Puffer 0,2 M pH9 (4,85/200ml)
4.) Albumin (Sigma)
5g/100ml Tris-Puffer, Aliquots wurden bei —20°C eingefroren
5.) Radioaktives Triolein (Amersham CFA 258)
6.) Extraktionslosungen
Methanol 141ml, Chloroform 125ml, n-Heptan 100ml (Stopplosung)
Tetraboratpuffer:
Kaliumtetraborat 30,55g/1 pH 10,5
Kaliumcarbonat 13,82 g/1

B. Substrat
Das Substrat wird aliquotiert und bei —20°C eingefroren.
Pro Rohrchen: 50l Triolein
50ul Lysophosphatidylcholin
20-50u1 "C Triolein (150.000 oder 300.000 cpm)
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C. Herstellung der Substratemulsion

Ein R6hrchen Substrat wird in ein Zentrifugenglas (98x170mm) iiberfiihrt und unter
Stickstoff vorsichtig abgedampft. AnschlieBend wird der Riickstand in 1,8 ml Tris
Puffer und 1,2 ml Albumin aufgenommen und unter Eiskiihlung bei 2 Watt und einer
konstanten Amplitude, 3 mal 60 Sekunden beschallt. Die Spitze des Schallkopfes taucht
dabei ca. lcm in die Losung.

Endkonzentration der Emulsion:

Triolein 1,33 mM, LPC 0,2%, BSA 0,5%

D. Assay Durchfiihrung

1.) Losungen und Plasma auftauen und auf Eis stellen

2.) Probengefdfie vorkiihlen

3.) je 1ul postheparin Plasma (vorverdiinnt 1:10) bzw. 1ul Kontrollseren
pipettieren (Blindwert).

4.) Pro Probe 20ul 2M NaCl pipettieren (inhibiert LPL - aber nicht HL)

5.) 100ul Emulsion dazugeben (Endvolumen 200ul), R6hrchen
verschlielen, kurz vortexen

6.) 2 Stunden bei 30°C im Wasserbad inkubieren (schiitteln)

7.) stoppen durch Zugabe von 3,25 Stopplosung und 1,0 ml
Tetraboratpuffer, danach kurz vortexen

8.) 2 min auf Schiittelmaschine

9.) zentrifugieren bei 3000 rpm 15 min

10.) Iml der Oberphase mit 4-5 ml Scintillationsfliissigkeit zdhlen

11.) zur Berechnung der spezifischen Aktivitdt 20-100pul Emulsion in 4-5

ml Scintillationsfliissigkeit mitzahlen

E. Berechnung

Spezifische Aktivitdt der Emulsion = AS

AS = (cpm der Emulsion x 3 x 885 x 107)/ (0,1 x 7) (cpm/nmol)
0,1 = Volumen der gezdhlten Emulsionen in ml

7 =mg Triolein in 3ml Emulsion

3 = Volumen der hergestellten Emulsion

885= MW von Triolein
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2.6

HL Aktivitdt = (cpm der Probe x 2,45 x 3) / (AS x 1 x 0,76 x Inkubation in min)
(nmol FFA/min/Rdhrchen)

2,45 = Volumen der gesamten wissrigen Extraktionsphase in ml
3 = Fettsduren die pro Molekiil Triolein frei werden
1 = Volumen der Extraktionsphase, in der die Radioaktivitdt gemessen wird

0,76 = Extraktionskoeffizient der freien Fettsduren

Aktivitdit nmol FFA/ml/R6hrchen

Probenvolumen (ml)

mU = nmol freier Fettsduren/min/ml Probe

Apolipoprotein E

Die Apolipoprotein E-Isoform wurde mittels der isoelektrischen Fokussierung (Havekes
1987) aus dem Patientenserum bestimmt. 10ul Patientenserum wurden mit 10ml eines
Chloroform/Methanol-Gemisches in ein Eppendorf- Reagenzgefdll bzw. in ein Rea-
genzglas mit Schrauberschluf3 pipettiert. Das Choroform und das Methanol wurden
zuvor im Verhéltnis 8 zu 5 gemischt. Das Plasmareaktionsgemisch wurde 5 Minuten
geschiittelt und daraufhin in einer Biofuge (Firma Heraeus Christ) 5 Minuten bei 1300
Upm zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand mit einer Wasserstrahlpumpe
abgesaugt. Dieser Vorgang wurde zweimal durchgefiihrt. Nach der Delipidierung
wurden die Proben im offenen Reaktionsgefdf3 {iber eine Zeit von 60 Minuten bei 4°C
getrocknet. Daraufhin erfolgte die Auftrennung der Serumproteine durch die isoelek-
trische Fokussierung (IEF), dessen Prinzip auf der unterschiedlichen Mobilitdt der
Proteine im elektrischen Feld beruht. Durch die unterschiedlichen Ladungen wandern

sie zu ihrem jeweiligen isoelektrischen Punkt.
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2.7 Statistik und Auswertung

Die Datenerfassung und —Verwaltung erfolgte mit dem Tabellenkalkulationsprogramm
Excel®, Version 2000, der Firma Microsoft® unter Einhaltung der aktuell giiltigen

Mallgaben des Datenschutzbeauftragten der Hansestadt Hamburg.

Die statistischen Analysen wurden mit Hilfe des Statistikprogrammes SPSS fiir
Windows®, release 10.1, der Firma SPSS Inc.© erstellt. Es wurde der nonparametrische
Mann-Whitney U Test zur Berechnung der statistischen Signifikanz angewandt. Die

Scatterblot Darstellung wurde angewandt zur Berechnung des Korrelationsindex.
Fiir die nominalen Werte wurden absolute und relative Haufigkeiten, fiir die steigenden

Merkmale Minimum und Maximum bestimmt und Mittelwert, Median und Standard-

abweichung berechnet.
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D Befunde

3. Darstellung der Ergebnisse

3.1 Die Resultate des Gesamtkollektives

3.1.1 Epidemiologische Daten

In dieser Pilotstudie wurden in der Zeit vom 19. Oktober 1999 bis zum 9. Méarz 2001

insgesamt 40 Patienten (37 méinnliche und 3 weibliche) untersucht. Gemeinsam ist

diesem Kollektiv, daf} sie alle

- in der serologischen Untersuchung HIV-positiv gemessen wurden

- iiber mindestens drei Monate eine antiretrovirale Kombinationstherapie

erhielten

- Kriterien einer metabolischen oder morphologischen Lipodystrophie

erfullen.

Das Durchschnittsalter betragt 46,6 (Spanne: 28-70) Jahre. Jeder Proband nimmt zum

Zeitpunkt der Untersuchung seit mindestens einem halben Jahr (exaktes Minimum 203

Tage) eine antiretrovirale HIV-Therapie ein, die aktuelle Therapie seit mindestens

einem Monat (exaktes Minimum 36 Tage). Die zeitliche Spanne jeglicher antiretro-

viraler gegen HIV gerichteter Medikamente liegt zwischen einem halben Jahr und

zwolfeinhalb Jahren (exakt 0,6 bis 12,7 Jahren). Die HIV-Infektion ist in diesem

Patientenkollektiv in der Spanne zwischen einem halben Jahr und seit etwas iiber 15

Jahren (exakt 0,6 - 15,2 Jahren) bekannt.

Tabelle 5: Dauer der HIV-Infektion sowie der Einnahme der aktuellen und
er je eingenommenen antiretroviralen Therapie

N Mean Minimum Maximum Range
Jahre der HIV-Infektion 40 8,0 ,6 15,2 14,7
Jahre der ART 40 5,2 ,6 12,7 12,1
Monate der aktuellen ART 40 12,6 1,2 41,6 40,4

31




Eine divergente antiretrovirale Therapie erhielten 29 der 40 Probanden (72,5%),
entsprechend wurden 11 der 40 Probanden (27,5%) mit einer konvergenten

antiretroviralen Therapie behandelt.

Fiinf Probanden wurden im Verlauf - erst unter der Einnahme einer divergenten, dann

unter der Einnahme einer konvergenten Therapie beobachtet und ausgewertet.

3.1.2 Lipide

Die Niichternwerte der Cholesterine und insbesondere der Triglyceride weisen grof3e
Schwankungen auf. Die Spanne fiir die Cholesterine liegt bei 411mg/dl mit einer
Standardabweichung von 77 und die Spanne fiir die Triglyceride liegt sogar bei 2372
mg/dl (Standardabweichung 564). Die Mittelwerte des Gesamtkollektives sind jeweils
erhoht, er liegt fiir die Cholesterine bei 259mg/dl und fiir die Triglyceride bei 463mg/dl,
dagegen ist der Mittelwert des HDL mit 37mg/dl leicht erniedrigt. Das LDL-Cholesterin
konnte bei 11 Probanden - jeweils wegen erhohter Triglyceridwerte - nicht bestimmt
werden. Bei den iibrigen 29 Probanden wurden Werte zwischen 96 und 255 mg/dl
ermittelt. Der Mittelwert liegt mit 159mg/dl leicht iiber dem Normwert.

Tabelle 6: Mittelwerte, Standardabweichungen, Minimum- und Maximumwerte
einiger Lipide, Lipoproteine und der Lipoproteinlipase und der
hepatischen Lipase

N | Mean + Std. Abw. | Minimum | Maximum
Nuchterntriglyceride (mg/dl) 40 463 * 564 76 2448
Nuchterncholesterin (mg/dl) 40 259+ 77 166 577
HDL (mg/dl) 40 37+ 15 15 81
LDL (mg/dl) 29 159+ 42 96 255
Lipoproteinlipase Aktivitat (%) 39 81+ 42 21 180
Hepatische Lipase Aktivitat (%) 39 102+ 65 2 326

Bei 39 der 40 Probanden konnten die jeweiligen Aktivitdten der Lipoproteinlipase
und der hepatische Lipase ermittelt werden. Bei einem der Probanden (HP29) konnten
keine blanks nachgewiesen und entsprechend keine Aktivitdten bestimmt werden, er

wurde bei der Auswertung, die diese Enzymaktivitdten betreffen nicht beriicksichtigt.
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Die Enymaktivititen der Lipoproteinlipase liegen zwischen 21 und 180 %, der Mittel-
wert betrigt fiir das Gesamtkollektiv 81,1 %, der Median lediglich 70 %, so daf} die an
dieser Studie teilnehmenden Probanden mit ihrer Lipoproteinlipase-Aktivitét im Durch-

schnitt in einem erniedrigten Bereich liegen.

Die Spannweite der hepatischen Lipaseaktivitét dieses Kollektives liegt bei 324, mit
einem gemessenen Minimumwert von 2% und einem Maximumwert von 326%. Der
Mittelwert aller gemessenen Aktivitdten der hepatische Lipase betrdgt 102,1 %, der
Median lediglich 83%, so daB3 die im Rahmen dieser Untersuchung gemessenen hepa-
tische Lipaseaktivititen insgesamt in einem mittleren Bereich liegen. Die auffillige
Diskrepanz zwischen dem Mittelwert und dem Median von {iber 20 Prozentpunkten ist
durch die zwei Ausreifler mit den recht hohen Aktivitdtsmessungen von 326% (FP47)

und 282% (US34) zu erkléren.

3.1.3 Apolipoprotein E

Bei 55% der Probanden wurde ein Apolipoprotein E vom phénotypischen Normaltyp
3/3 nachgewiesen, was der Verteilung in der Normalbevolkerung entspricht (siehe
Kapitel 1.4.2), 45% hatten die iibrigen bekannten Apolipoprotein E Phanotypen 2/2 -
4/4 - 2/3 - 2/4 - 3/4, die im folgenden zusammengefalt als ,non 3/3° bezeichnet werden.
Die Niichterncholesterin- und -triglyceridwerte differieren, wenn sie nach der Eigen-
schaft Apolipoprotein E 3/3 oder ,non 3/3” unterschieden werden. Sie haben in
letzterem Falle eine grofere Streubreite und deutlich hohere Mittel- und Maximum-
werte. Eine auffillig groBe Differenz besteht beziiglich der Mittelwerte und dem
Median der Niichterntriglyceride (Tabelle 7A), so ist einerseits der Mittelwert in der
Gruppe derjenigen Probanden mit einem Apolipoprotein E ,non 3/3” deutlich erhoht
(547 versus 395 mg/dl), andererseits ist der Median invers zum Mittelwert (251 versus
270mg/dl). Diese grof3e Diskrepanz wird durch die Ausrei3er in der ,non 3/3” Gruppe
erklért, die den Mittelwert erheblich anheben und andererseits durch den grolen Anteil
von iiber 50 % der Probanden mit einem Niichterntriglyceridwert von kleiner als

251mg/dl, so dal} der moderate Median zu errechnen ist.
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Tabelle 7A+B: Lipide differenziert nach dem Apolipoprotein Phinotyp E

N % Mean + Std.Abw. Minimum [ Maximum Median
Apo E 3/3 Nichterncholesterin (mg/dl) 22 55 238+ 45 166 327 231
Nuchterntriglycerid (mg/dl) 22 | 55 395+323 77 1374 270
HDL (mg/dl) 22 | 55 37+ 15 18 77
LDL (mg/dl) 14 146+ 33 96 202
Apo E 'non 3/3' Nichterncholesterin (mg/dl) 18 | 45 285+ 98 167 577 263
Ndchterntriglycerid (mg/dl) 18 | 45 5471766 76 2448 251
HDL (mg/dl) 18 | 45 38+ 17 15 81
LDL (mg/dl) 15 170+ 47 108 255
N % Mean + Std.Abw. [ Minimum [ Maximum Median
Apo E 3/4 Nichterncholesterin (mg/dl) 9 | 22,5 243+ 46 173 328 250
Nuchterntriglyceride (mg/dl) 9| 225 4094531 76 1794 251
Apo E 4/4 Nichterncholesterin (mg/dl) 3 7,5 285+ 47 249 339 268
Niichterntriglyceride (mg/dl) 3 7,5 165+ 74 117 250 129
Apo E 2/3 Nichterncholesterin (mg/dl) 51 12,5 301+100 167 444 292
Nuchterntriglyceride (mg/dl) | 5 | 12,5 6431928 153 2298 281
Apo E 2/2 Nuchterncholesterin (mg/dI) 1 2,5 (577)
Nichterntriglyceride (mg/dl) 1 2,5 (2448)

Die Verteilung der unterschiedlichen Apolipoprotein E ,non 3/3° (=45%) Phénotypen in
diesem Probandenkollektiv sieht folgendermallen aus (Tabelle 7B): bei 22,5% (n=9)
wird der Phénotyp 3/4, bei 7,5% (n=3) der Phinotyp 4/4, bei 12,5% (n=5) der Phénotyp

2/3 und bei einem Probanden der Phianotyp Apolipoprotein E 2/2 nachgewiesen. In der

Betrachtung der Niichterntriglyceride und Niichterncholesterine unterschieden nach

dem jeweiligen Apolipoprotein E Phénotyp fallt auf, daB3 bei den drei Probanden mit

dem Phénotyp 4/4 mehr unauffillige Niichterntriglyceridwerte [165mg/dl (mean) und

129mg/dl (median)] gemessen wurden als bei den anderen Gruppen. Die Niichtern-

cholesterinwerte allerdings sind mit 285mg/dl (mean) und 268 mg/dl (median) tiber-

durchschnittlich hoch. Die Triglycerid- und Cholesterinwerte der Probanden mit dem

Phanotyp 3/4 sind vergleichbar zu den der Probanden mit einem Apolipoprotein E 3/3.

Die Lipide der sechs Probanden mit einem Apolipoprotein E von 2/3 oder 2/2 fallen

deutlich durch insbesondere erhohte Niichterntriglycerid- aber auch -cholesterinwerte

auf.

In der Gesamtbetrachtung aller Probanden lediglich gesplittet nach dem Apolipoprotein

E 3/3 oder ,non 3/3’ ergibt sich fiir die Niichterncholesterine ein Trend in Richtung

einer Zunahme der Hypercholesterindmie bei der Gruppe mit einem Apolipoprotein E

‘non 3/3” (p=0,054). Fiir die Niichterntriglyceride (p=0,605) oder das HDL-Cholesterin
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(p=0,713) wurde beziiglich des Apolipoprotein E 3/3 versus ,non 3/3” kein Trend
gefunden.

Graphik 3: Niichterncholesterinwerte differenziert nach dem
phénotypischen Apolipoprotein E 3/3 versus ,non 3/3’
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3.2 Immunologie und Fettstoffwechsel

3.2.1 Viruslastbestimmungen (PCR)

Die an dieser Studie teilnehmenden Probanden hatten iiberwiegend eine Viruslast unter
der Nachweisbarkeitsgrenze von 7 Kopien/ml (n=24), von den Probanden (n=16) mit

einer nachweisbaren Viruslast von >7 Kopien/ml hatte lediglich einer eine Viruslast von

Tabelle 8: Verteilung der HIV-Viruslast

HIV-Viruslast (PCR) N %
0-7 Kopien/mi 24 60,0
8-100 Kopien/ml 5 12,5
101-1000 Kopien/ml 4 10,0
1001-10000 Kopien /ml 6 15,0
> 10000 Kopien/ml 1 2,5
Total 40 100,0
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groBer als 10.000/ml (exakt 50.000/ml), die tibrigen Werte lagen zwischen 10 und 6.130
Kopien/ml. Korreliert man die Niichterncholesterin- und -triglyceridwerte oder auch die
Lipoproteinlipase- und die hepatische Lipaseaktivitit mit der Viruslast, ergeben sich bei
diesem Probandenkollektiv keine statistisch signifikanten Trends beziiglich eines ver-
mehrten Auftretens einer metabolischen Fettstoffwechselstorung, weder eine fiir die
Gruppe mit gut supprimierter Viruslast, noch eine fiir die Probanden mit nachweisbaren

HI-Viruspartikeln. Die beiden durch das Kriterium der Viruslast differenzierten Gruppen

scheinen anhand der Parameter der in der folgenden Tabelle genannten Lipide und

Enzymaktivititen vergleichbar zu sein.

Tabelle 9: Cholesterine, Triglyceride, LpL und HL in Abhéngigkeit zur HIV-Viruslast

HIV-Viruslast (PCR) N | Mean + Std.Abw. | Minimum | Maximum

<8 Kop./ml  Nchterncholesterin (mg/dl) | 24 258+ 63 166 444
Nichterntriglyceride (mg/dl) | 24 4104509 76 2298
Lipoproteinlipase (%) 23 79+ 38 21 179
Hep. Lipase Aktivitat (%) 23 111+ 78 2 326

>7 Kop./ml  Nichterncholesterin (mg/dl) | 16 261+ 96 167 577
Nichterntriglyceride (mg/dl) | 16 542+647 117 2448
Lipoproteinlipase (%) 16 84+ 48 34 180
Hep. Lipase Aktivitat (%) 16 89+ 38 22 149

3.2.2 Lymphozytensubpopulationen

Die CD4 positiven Zellen lagen zu der jeweiligen Untersuchung in einem Bereich

zwischen 45 und 951/pl, was einem Mittelwert von 386/ul (Standardabweichung 216)

entspricht. Damit ist das Untersuchungskollektiv in einem Bereich, in dem eine aus-

reichende zelluldre Immunitidt angenommen werden kann. Lediglich drei Probanden

hatten eine CD4-Zellzahl von <150/pl.

Setzt man die CD4-positiven Zellen in Bezug zu den Niichterntriglycerid- oder

-cholesterinwerten, so ergibt sich in der Gesamtbetrachtung kein Trend, dies &dndert sich

in der Einzelauswertung lediglich der Probanden mit einem phénotypischen Apolipo-

protein E vom Normaltyp (Apo E 3/3). In den beiden folgenden Scatterblotgraphiken

wird dieser Trend dargestellt. Niedrige CD4 positive Zellen korrelieren mit hohen

Triglyceridwerten (KI= 0,54) und mit hohen Cholesterinwerte (KI = 0,26).
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Graphik 4: Nichterntriglyceride und —cholesterine in Relation zu den CD4pos.
Zellen bei allen Probanden mit einem Apolipoprotein E 3/3
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Betrachtet man diese Probanden mit dem Apolipoprotein E vom Normaltyp,
differenziert nach CD4-positive Zellen kleiner als 300/ul und gréBer als 300/pl, so
lassen sich in der Gruppe mit den niedrigen CD4pos. Zellen relativ hohe Niichtern-
triglyceride als Mittelwert errechnen (548mg/dl versus 267mg/dl). Der p-value nach
dem Mann-Whitney U Test betrdgt 0,114. Fiir die Niichterncholesterine betragen die
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Mittelwerte 252,9 versus 225,8 mg/dl, der p-value liegt bei 0,138. Entsprechend dieses
p-value lassen sich zwar keine statistisch signifikanten Ergebnisse errechnen, doch ist
ein Trend zu beschreiben, der aussagt, da3 eine fortgeschrittene zelluldre Immundefi-

zienz insbesondere mit hoheren Triglycerid- aber auch mit hdheren Cholesterinwerten

einhergeht.
Graphik 5: Niichterntriglyceride und -cholesterine in Relation der
CD4pos. Zellen bei Probanden mit einem ApoE 3/3
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Tabelle 10: Niichterntriglyceride und -cholesterine in Relation der CD4pos.Zellen
bei Probanden mit einem phénotypischen Apolipoprotein E 3/3

Apo E 3/3 N Mean Minimum | Maximum

CD4pos.<300/ul Nuchterntriglyceride (mg/dl) 10 548 182 1374
Nichterncholesterin (mg/dl) 10 253 210 327

CD4pos.>300/ul Nuchterntriglyceride (mg/dl) 12 267 77 571
Nuchterncholesterin (mg/dl) 12 226 166 317

3.3 Fettstoffwechsel bei di- und konvergenter antiretroviraler Therapie

3.3.1 Triglyceride und Cholesterine

Die Cholesterinniichternwerte aller Probanden unterschieden nach proteaseinhibitoren-
freier (=konvergenter, n=11) und -haltiger (=divergenter, n=29) Therapie sind in
beiden Gruppen vergleichbar. Lediglich der Maximum-Bereich und die Standard-
abweichung sind in der zweiten Gruppe etwas groBer, ohne das sich daraus eine

statistische Signifikanz berechnen 148t.

Tabelle 11: Lipide differenziert nach einer konvergenten oder divergenten
Therapie (HAART = high active antiretroviral therapy)

HAART N | Mean + Std.Abw. | Minimum | Maximum
konvergent  Nuchterntriglyceride (mg/dl) 11 471+643 76 2298
(ohne Pl)  Niichterncholesterin (mg/dl) | 41 251+ 72 173 444
HDL (mg/di) 11 37+ 13 15 56
LDL (mg/dl) 8 | 148+ 37 96 202
divergent Nuchterntriglyceride (mg/dl) 29 460+543 77 2448
(mit P1) Nichterncholesterin (mg/dl) 29 262+ 79 166 577
HDL (mg/di) 29| 38+ 16 18 81
LDL (mg/d) 21| 162+ 44 108 255

Nimmt man diejenigen Probanden aus der Analyse, die ein Apolipoprotein E ‘non 3/3°
aufweisen, so bleiben 22 Probanden iibrig, davon sind 9 ohne eine proteaseinhibitoren-
haltige und 13 unter einer ebensolchen Therapie. Die Mittelwerte beider Gruppen sind -
bis auf die der Triglyceridwerte - vergleichbar. Die Standardabweichung und der Maxi-

mumwert sind in der PI-Gruppe weiterhin vergroBert — jedoch bei den Triglycerid-
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Tabelle 12: Lipide differenziert nach einer konvergenten oder divergenten antiviralen

Therapie bei Probanden mit einem Apolipoprotein E vom Normaltyp

Apo E 3/3 HAART N | Mean + Std.Abw. Minimum Maximum

ohne PI Nuchterntriglyceride (mg/dl) 9 3124227 99 818
Nuchterncholesterin (mg/dl) 9 238+ 31 182 284
HDL (mg/di) 9 39+ 12 26 56
LDL (mg/di) 7 153+ 38 96 202

mit PI Nuchterntriglyceride (mg/dl) 13 452+373 77 1374
Nuchterncholesterin (mg/dl) 13 238+ 54 166 327
HDL (mg/dl) 13 35+ 16 18 77
LDL (mg/dl) 7 140+ 29 110 195

und den Cholesterinwerten geringer als in der eben erfolgten Betrachtung unabhéngig

vom Apolipoprotein Phéanotyp.

Bei den Niichterntriglyceridwerten der Probanden mit einem Apolipoprotein E ,non

3/3” verkleinern sich die Mittelwerte und die Standardabweichung in beiden Gruppen,

insbesondere jedoch in der konvergenten Therapiegruppe, so dal3 in dieser Untergruppe

Graphik 6: Niichterntriglyceride der Probanden mit einem phénotypi-
schen Apolipoprotein E von 3/3 getrennt nach di- und
konvergenter Therapie
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die Niichterntriglyceridwerte zuungunsten der divergenten Gruppe erhoht gemessen

wurden (452 versus 312mg/dl). Die Medianwerte, die durch die gestrichelten Linien in
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dem folgenden Scatterplott dargestellt sind, bleiben vergleichbar [267 (konvergent)

versus 273 (divergent)], der p-value ohne statistische Signifikanz.

3.3.2 HDL- Cholesterin

Differenziert man die Gruppe, die eine antiretrovirale Therapie einnahm, nach einem
konvergenten und einem divergenten antiretroviralen Therapieregime, so bleiben die
beiden Gruppen beziiglich des HDL-Cholesterins vergleichbar (Tabelle 11). Weder im
Median- noch im Mean-Wert ergeben sich grofle Unterschiede. In beiden Gruppen ist
der HDL-Mittelwert niedrig gemessen worden (37 bzw. 38 mg/dl), die Streubreite und
die Standardabweichung bleiben vergleichbar und ohne einen auswertbaren Trend.

Die weitere Analyse dieser beiden Gruppen beziiglich der Verteilung des HDL-Choles-
terins lediglich der Probanden mit einem Apolipoprotein E 3/3 (Tabelle 12), ergibt
einen Trend dahingehend, daf3 diejenigen Probanden, die eine divergente antiretrovirale
Kombinationstherapie erhalten eher noch niedrigere HDL-Cholesterinwerte aufweisen.
Die Minimum-, Median- und Mittelwerte sind in dieser Gruppe erniedrigt. Die folgende

Boxplot-Darstellung macht die Erniedrigung dieser HDL- Cholesterinwerte bei allen

Graphik 7: HDL-Cholesterinwerte der Probanden mit einem phéno-
typischen Apolipoprotein E vom Normaltyp differenziert
nach einer di- und konvergenten antiretroviralen Therapie
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Patienten mit einem Apolipoprotein E 3/3 unter einer Proteaseinhibitorentherapie
graphisch sichtbar. Der p-value nach dem Mann-Whitney U Test bleibt mit 0,216
allerdings grof3er als 0,05, so daB3 hier lediglich von einem Trend, nicht aber von einer

statistischen Signifikanz geschrieben werden kann.

3.3.3 Lipoproteinlipaseaktivitit und antiretrovirale Therapie

Bei 39 von 40 Probanden konnte eine Aktivititsmessung der Lipoproteinlipase
erfolgen, nur das Assay eines der Probanden (HP 29) wies keine blanks auf und konnte
daher nicht berticksichtigt werden. Die Lipoproteinlipase-Aktivitidten der HIV-positiven
Patienten mit nachgewiesener metabolischer und/oder morphologischer Lipodystrophie
wurde sowohl bei allen Patienten (n=39), wie auch in der Aufsplitterung nach
normalem (n=21) und nicht normalem (n=18) Apo E Phénotyp mit vergleichbaren

Parametern gemessen.

Tabelle 13: Lipoproteinlipaseaktivitéiten (%) des Gesamtkollektives und aufge-
schliisselt nach dem Apolipoprotein E Phénotyp

N Mean Minimum | Maximum
LpL Aktivitat aller Probanden (%) 39 81,05 21 180
LpL (%) aller mit Apo E 3/3 21 81,52 21 179
LpL (%) aller mit Apo E 'non 3/3' 18 80,50 36 180

Nach der Splittung des Kollektives in eine Gruppe ohne aktuelle Proteaseinhibitoren-
Einnahme (n=11) und eine Gruppe von Patienten, die zum Zeitpunkt der Untersuchung
Proteaseinhibitoren erhielten (n=28), ergibt sich im Vergleich dieser beiden Gruppen
kein nennbarer Unterschied in der gemessenen Lipoproteinlipase-Aktivitit (Graphik 8).
Im Vergleichstest zweier unabhéngiger Stichproben (U-Test nach Mann und Whitney)
bestitigt sich die Indifferenz dieser beiden Gruppen beziiglich der Lipoproteinlipase-
Aktivitit (p=0,755).

In der Unterauswertung differenziert nach dem Apolipoprotein E Phanotyp 3/3 versus
,hon 3/3” 14Bt sich ebenfalls kein Unterschied in der Messung der Lipoproteinlipase-

Aktivitét feststellen. Auf eine graphische Darstellung wurde hier verzichtet.
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Graphik 8: Lipoproteinlipaseaktivitit bei di — und konvergenter
antiretroviraler Therapie
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Einerseits 148t sich weder in der Analyse der beiden Gruppen (mit und ohne Protease-
inhibitoren) noch in der Unterauswertung, in der nach ApoE 3/3 und ,non 3/3’
differenziert wird, ein Trend ausmachen, andererseits 1483t die Unterscheidung mit oder
ohne Proteaseinhibitoren, sowohl den jeweiligen Wirkspiegel wie auch die Protease-
inhibitorensubstanz unberiicksichtigt, so dal diesbeziiglich eine weitergehende Analyse

erfolgen wird (Kapitel 3.6.2+3).

3.3.4 Hepatische Lipaseaktivitit und antiretrovirale Therapie

Die hepatische Lipaseaktivitét konnte bei 39 von 40 Patienten gemessen werden. Bei
einem Probanden (HP 29) wurden keine blanks nachgewiesen, so daf3 dieser Patient —
wie bereits beziiglich der Lipoproteinlipase — in diesen Berechnungen nicht beriick-
sichtigt werden konnte. Die Aktivitdtsmessungen wurden in einem Bereich von 2 bis
326 % - mit einem Mittelwert von 102,1 % - gemessen. Ein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen mit einem normalen und einem ,non 3/3° ApoE Phénotyp ergab

sich auch hier nicht (Mittelwert 106,1 vs. 97.,4).
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Tabelle 14: Hepatische Lipaseaktivititen (HL) (%) des Gesamtkollektives und
aufgeschliisselt nach dem Apolipoprotein E Phénotyp

N Mean Minimum | Maximum
HL Aktivitat aller Probanden (%) 39 102,1 2 326
HL (%) aller mit Apo E 3/3 21 106,1 2 326
HL (%) aller mit Apo E 'non 3/3' 18 97,4 22 282

Im Vergleich der zu untersuchenden Gruppen von Probanden mit (n=28) und ohne
(n=11) aktueller Proteaseinhibitorentherapie 146t sich ein Trend erkennen, daf3 die
hepatische Lipaseaktivitdt bei den Probanden, die Proteaseinhibitoren einnehmen
erniedrigt gemessen wurde. Der Mittelwert der Gruppe mit Proteaseinhibitoren (n=28)
betrigt 96,2 % (median 82,0 %), der der Gruppe ohne Proteaseinhibitoren (n=11)

117,3 % (median 85,0 %). In der Unterauswertung lediglich der Patienten mit einem
phénotypischen ApoE 3/3, ergibt sich fiir die Gruppe mit Proteaseinhibitoren (n=12) ein
Mittelwert von 88,4 % (median 84%) und in der Gruppe ohne Proteaseinhibitoren (n=9)
ein Mittelwert von 129,8 % (median 105 %). Die p-values (U-Test nach Mann und

Graphik 9: Hepatische Lipaseaktivitit (%) differenziert nach der aktuellen anti-
retroviralen Therapie: konvergent versus divergent (A) und zusétzlich
differenziert nach dem Apolipoprotein Phénotyp 3/3 versus ,non 3/3’ (B)
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Whitney) bleiben zwar grof3er als 0,05, ein Trend 148t sich jedoch beschreiben und in
den folgenden beiden Graphiken darstellen: die hepatische Lipaseaktivitit in der
Proteaseinhibitoren beinhaltenden Gruppe ist erniedrigt. Dieser Trend ist nach Aus-

schluf3 der Probanden mit einem phinotypischen Apo E non 3/3 deutlicher.

Niichterntriglyceride und Lipoprotein- und hepatische Lipase Aktivitit

Die Hypothese tiberpriifend, ob Proteaseinhibitoren einen Einfluf auf die Lipoprotein-
oder hepatische Lipase bzw. auf die Triglyceridspiegel haben, werden in diesem Teil
lediglich die Probanden, die eine divergente antiretrovirale Therapie erhielten, beriick-
sichtigt (n=28). Die Enzymaktivititen dieser Probanden wurden in Relation zu den
Niichterntriglyceriden gesetzt. Es ergibt sich ein Zusammenhang, daf} bei diesen Pro-
banden, die hohe Niichterntriglyceridwerte aufweisen jeweils niedrigere Enzymaktivité-
ten gemessen werden. Die p-values blieben allerdings in einem statistisch nicht signifi-

kanten Bereich, so dal} dies nur als Trend gewertet werden kann.
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Tabelle 15: Lipoprotein- und hepatische Lipase der Probanden mit einer diver-
genten antiretroviralen Therapie, differenziert nach der Hohe der

Niichterntriglyceride
Triglyceride N Mean + Std.Abw. [ Minimum [ Maximum
<200 mg/dl LpL Aktivitat (%) 10 95+ 46 34 180
HL Aktivitat (%) 10 115 75 2 282
TG (mgydl) 10 145+ 37 77 197
Chol (mg/dl) 10 247+ 62 166 339
200 - 400 mg/dl LpL Aktivitat (%) 10 82+ 36 44 166
HL Aktivitat (%) 10 83t 40 22 144
TG (mgydl) 10 269+ 48 206 370
Chol (mg/dl) 10 251+ 49 183 329
> 400 mg/dl LpL Aktivitat (%) 8 69+ 44 36 163
HL Aktivitat (%) 8 89+ 38 49 149
TG (mg/di) 8 | 1036x757 418 | 2448
Chol (mg/d) 8 300+121 190 577

Graphik 10: Lipoproteinlipaseaktivititen (A) und hepatische Lipase-
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3.5. Korrelation der Cholesterin- und Triglyceridniichternwerte mit der Dauer

der antiretroviralen Therapie

Die an dieser Studie teilnehmenden Probanden haben von einem halben Jahr bis zu 12,7
Jahren unterschiedliche antiretrovirale Medikamentenkombinationen eingenommen. Im

Mittel sind dies 5,2 Jahre.

Tabelle 16: Ubersicht der Dauer (Jahre) der je eingenommenen antiretroviralen
Therapie

N Mean Minimum | Maximum

Dauer der ART (Jahre) 40 5,2 ,6 12,7

Im Folgenden werden die Niichterncholesterinwerte, Niichterntriglyceridwerte und die
Enzymaktivtiten (LpL und HL) im Scatterblot zu der Zeitdauer der je eingenommenen

antiretroviralen Therapie in Relation gesetzt.

Fiir die Niichterncholesterine 148t sich eine zeitliche Korrelation mit der Dauer der je

eingenommenen antiretroviralen Therapie gut erkennen (Korrelationsindex 0,32).
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Graphik 11 Korrelation der Dauer der je eingenommenen antiretroviralen
Therapie zu den gemessenen Niichterntriglyceriden
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Nach der Herausfilterung derjenigen Niichterncholesterinwerte von Patienten mit einem
Apo E non 3/3 festigt sich die Zunahme dieser Korrelation (Korrelationsindex 0,57), die
darauf hinweist, da3 mit der zunehmenden Dauer der antiretroviralen Therapie die

Cholesterinwerte im Plasma erh6ht gemessen werden. Eine Differenzierung der
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antiretroviralen Therapie nach einer divergenten oder konvergenten Therapie ist wegen

der mannigfaltigen Vorbehandlung der Probanden in diesem Fall nicht mdglich.

Hier nicht dargestellte Korrelationen der Niichterntriglyceridwerte zur bekannten Dauer
der HIV-Infektion (KI = 0,107) — oder zum hoheren Lebensalter (KI = 0,01) — blieben

ohne richtungsweisende Trends.

Fiir die Niichterntriglyceridwerte ergeben sich in der Gegentiberstellung zur Zeitdauer
der je eingenommenen antiretroviralen Therapie, der Dauer der bekannten HIV-Infek-
tion und zum Lebensalter weder in der Gesamtauswertung noch in der Differenzierung
nach einem phénotypischen Apo E von 3/3 oder ,non 3/3’ richtungsweisende Relatio-
nen. Auf eine graphische Darstellung wurde an dieser Stelle verzichtet. Beziiglich der
Lipoproteinlipaseaktivitét zeigt sich ein leichter aber statistisch nicht relevanter Trend
(KI'=0,19) hin zu einer niedrigeren Aktivitdt, je linger jeweils eine antiretrovirale
Therapie eingenommen wurde. Dieser Trend bestérkt sich in der Betrachtung lediglich
der Probanden mit einem phénotypischen Apolipoprotein E von 3/3 auf einen KI von

0,29 (graphisch nicht dargestellt).

Graphik 12: Korrelation der Dauer der je eingenommenen antiretro-
viralen Therapie zu der gemessenen Lipoproteinlipase Aktivitét
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3.6.

3.6.1

Graphik 13: Korrelation der Dauer der je eingenommenen antiretrovi-

ralen Therapie zu der gemessenen Lipoproteinlipase
Aktivitat
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Korreliert man dagegen die hepatische Lipase mit der Dauer der je eingenommenen
antiretroviralen Therapie (Graphik 13), so ergibt sich ein gegenldufiger Trend ver-
glichen zur Lipoproteinlipase. Namlich je ldnger eine antiretrovirale Therapie einge-
nommen wurde, desto héher wurde die Aktivitit gemessen. Die Korrelationsindices fiir
das Gesamtkollektiv (KI = 0,35) und in der Betrachtung lediglich der Probanden mit
einem normalen phénotypischen Apolipoprotein E von 3/3 (KI = 0,43) sind deutlich

hoher als die fiir die Lipoproteinlipase.

Fettstoffwechsel und Proteaseinhibitoren

Cholesterin- und Triglyceridwerte, Lipoprotein- und hepatische Lipase Aktivititen

Unterschieden nach den einzelnen Proteaseinhibitoren (Indinavir, Saquinavir, Ritonavir
und Nelfinavir) und der Gruppe von Probanden, die eine proteaseinhibitorenfreie
Kombinationstherapie einnahmen werden in den folgenden Auswertungen die Niich-
terntriglyceride, -cholesterine und die Lipoprotein- und hepatische Lipase Aktivitét

dargestellt. Die iibrigen antiretroviralen Medikamente die in Addition dazu genommen
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wurden bleiben bei dieser Auswertung unberiicksichtigt. Wenn Probanden zwei
Proteaseinhibitoren einnahmen, so wurden sie in der Proteaseinhibitoren Gruppe

berticksichtigt, dessen prozentualer Spiegel in Relation zu Cmax am hdchsten war.

Die Niichterncholesterine (Graphik 14) sind in allen fiinf Gruppen vergleichbar erhoht,
die Mittelwerte liegen bei 250mg/dl. Nennbare Differenzen konnten nicht differenziert
werden. Insbesondere sind die Niichterncholesterine der proteaseinhibitorenfreien mit
den tlibrigen proteaseinhibitorenhaltigen Gruppen iibereinstimmend. Fiir eine weitere
Differenzierung nach dem Apolipoprotein E ist die Fallzahl zu klein und daher nicht

sinnvoll.

Graphik 14: Niichterncholesterinwerte differenziert nach dem
jeweiligen aktuell eingenommenen Proteaseinhibitoren
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Anders sieht die Auswertung beziiglich der Niichterntriglyceride aus. Es ist auffallig,
daf} insbesondere in der Indinavir- und der Ritonavirgruppe die Niichterntriglycerid-
werte auflerordentlich erhoht sind, in den iibrigen drei Gruppen die Verteilung der
proteaseinhibitorenfreien Gruppe dhnelt. In der Ritonavirgruppe fillt eine enorm grof3e

Streubreite (von 117-1374mg/dl) auf.
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Graphik 15:

Niichterntriglyceridwerte differenziert nach dem jeweiligen
aktuell eingenommenen Proteaseinhibitoren
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Die Aktivitdten der Lipoproteinlipase (Graphik 16A) fallen allesamt niedrig aus.

Lediglich in der Indinavirgruppe ist sie iiberproportional erniedrigt (60%). Eine

Graphik 16: Lipoproteinlipase (A) und hepatische Lipase (B) Aktivi-
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statistische Signifikanz im Vergleich zur Kontrollgruppe (ohne Proteaseinhibi-

toreneinnahme) lief sich jedoch nicht berechnen (p=0,48).

In Bezug auf die hepatische Lipaseaktivitdt (Graphik 16B) fallt erneut insbesondere fiir
die Indinavirgruppe eine Sonderrolle auf; wihrend die Medianwerte (gestrichelte
Balken) der Kontrollgruppe und der iibrigen Gruppen zwischen 75 und 91% liegen, die
Mittelwerte zwischen 83 und 108%, fallt die Indinavirgruppe mit einem Medianwert
von 127% und einem Mittelwert von 141% auf. Im Vergleich zur Kontrollgruppe ist
diese Differenz noch nicht statistisch signifikant (p=0,11).
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3.6.2. Lipoprotein-, hepatische Lipase und Proteaseinhibitoren-Spiegel - nicht differenziert

nach den einzelnen Substanzen

In diesem Kapitel werden die gemessenen Medikamentenspiegel in Relation zu den
Aktivitdtsmessungen der Lipoproteinlipase und der hepatische Lipase gesetzt. Zuerst
erfolgt anhand des Cmax-Spiegels der unterschiedlichen Proteaseinhibitoren (Indinavir:
7700 ng/ml, Saquinavir: 2181 ng/ml, Ritonavir: 11200 ng/ml, Nelfinavir: 3500 ng/ml)
die Untersuchung auf einen moglicherweise bestehenden Einflul auf die Enzymaktivi-

titen der Lipoproteinlipase und der hepatische Lipase.
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In den weiteren Abschnitten dieses Kapitels werden die Medikamentenspiegel aufgeteilt

nach den einzelnen Substanzen jeweils in Beziehung zu diesen beiden Enzymen gesetzt.

Lipoproteinlipase Aktivitat und PI-Spiegel

28 Probanden mit einer aktuell eingenommenen divergenten antiretroviralen Therapie
werden 7 Probanden mit einer konvergenten antiretroviralen Therapie gegeniiberge-
stellt. Die 28 Probanden wurden nach den ermittelten Cmax-Bestimmungen ihrer
Proteaseinhibitorenspiegel in die Gruppen A bis C verteilt. 7 Probanden mit einem
gemessenen Spiegel von <5% des Cmax-Spiegel wurden der Gruppe A zugeteilt. 10
Probanden mit einem Cmax-Spiegel von 5 —45% der Gruppe B und die 11 Probanden
mit einem Cmax-Spiegel von >45% der Gruppe C. Die Gruppe D umfaf3t die 7

Probanden mit der konvergenten (also proteaseinhibitorenfreien) Therapie.

In der Gruppe A wurde die Lipoproteinlipase lediglich in einer verminderten Aktivitit
gemessen (Mittelwert 69%, Median 50%). In der Gruppe B liegt der Mittelwert der
Lipoproteinlipase-Aktivitit bei 75% und der mediane Wert bei 65%. In der Gruppe C,
in der die hochsten Medikamentenspiegel ermittelt wurden, ist auch die Lipoprotein-
lipase-Aktivitdt im Mittel bei 85% und im Median bei 75% - also hdher als in den

beiden

Tabelle 17: Lipoproteinlipaseaktivititen differenziert nach den gemessenen

Medikamentenspiegeln (in Relation zu Cmax) der unterschiedlichen

Proteaseinhibitoren
Cmax AnteilGruppe N_| Mean + Std.Abw. | Median | Minimum | Maximum
N Rewaco o | 7| 6945 | 50 | 34| 157
5-45% t\uﬁ‘l’vﬁ{;’:‘z';:)')'pase 10|  75+39 65 39 163
R I A
keine Pl 'I&ilzci)vp?tr;tt?%ipase 7 81451 73 27 179

vorherigen Gruppen — gemessen worden. Die Gruppe D, in der diejenigen Probanden
zusammengefaflt wurden, die zwar eine antiretrovirale Therapie erhielten, jedoch ohne
Proteaseinhibitoren, wies Aktivititswerte der Lipoproteinlipase auf, die am ehesten der

Gruppe C dhnelten, der Mittelwert liegt bei 81% - der Median bei 73%. Die statistische
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Auswertung mit dem Mann-Whitney U Test ergibt einen p-value von 0,147 unter den

Gruppen A und C, sowie 0,565 unter den Gruppen A und D.

Diese Ergebnisse legen nahe, daB3 ein suboptimaler Medikamentenspiegel einen nega-
tiven EinfluB} auf die Lipoproteinlipase-Aktivitdt haben konnte. Bei guten Wirkstoff-

spiegeln wiederum die Aktivitét der Lipoproteinlipase ansteigt.

Graphik 17: Lipoproteinlipase Aktivititen in Relation zu den
Medikamentenspiegeln (Prozentualer Anteil von Cmax)
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Einschrinkend muf} hierzu angemerkt werden, da3 die Gruppe der Probanden, die eine
divergente antiretrovirale Therapie einnimmt in dem Sinne eine heterogene Gruppe ist,
als das sie vier unterschiedliche Proteaseinhibitoren einnehmen, die — wenn sie den hier
hypothetisierten Einflu3 auf die Lipoproteinlipase denn hétten, dieser recht unterschied-
lich ausfallen konnte. Daher wird in dem folgenden Abschnitt (Kapitel 3.6.3) dieser
mogliche Einfluf} differenziert nach den einzelnen Proteaseinhibitoren untersucht

werden.

Hepatische Lipaseaktivitit und PI- Spiegel

Die hepatische Lipaseaktivitit der Gruppe A liegt im Median deutlich iiber den Enzym-
Aktivitdten der anderen Gruppen B bis D. Setzt man diese Gruppe A mit der Kontroll-
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gruppe D in Relation, errechnet sich nach dem Mann-Whitney U Test ein p-value von

0,25. Die Korrelation der Gruppen A und C, also der Gruppen mit den jeweils hochsten

Tabelle 18: Hepatische Lipaseaktivititen differenziert nach den gemessenen
Medikamentenspiegeln (in Relation zu Cmax) der unterschiedlichen

Proteaseinhibitoren
Cmax Anteil N Mean + Std.Abw. Median Minimum Maximum
B e e | 7 122435 127 75 162
S e e |10 | 114269 84 55 282
T e | 11 8038 81 2 144
el D e e | 7 88+55 79 31 185

Graphik 18: Hepatische Lipaseaktivititen in Relation zu den
Medikamentenspiegeln (Prozentualer Anteil von Cmax)
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und niedrigsten Medikamentenspiegeln, ergibt einen deutlicheren Trend (p=0,057): Mit
den hoheren Medikamentenspiegeln nimmt die Aktivitét der hepatische Lipase ab. Die
Gruppe C, die die hochsten Medikamentenspiegel aufweist, dhnelt allerdings am

ehesten dem Aktivitéitsprofil der Gruppe D (keine PI-Therapie).
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3.6.3 Lipoprotein-, hepatische Lipase und Medikamentenspiegel — differenziert

nach den einzelnen Proteaseinhibitoren

Setzt man die Medikamentenspiegel der einzelnen Proteaseinhibitoren in Relation zu
den jeweiligen Enzymaktivitdten der Lipoproteinlipase, so ergibt sich ein sehr
unterschiedliches Bild:

- fiir die Saquinavir- und Ritonavirspiegel ergeben sich keine Korrelationen
(KI=0,05 bzw. 0,006)

- auch fiir das Indinavir zeigt sich kein zuverldssig verwertbarer Trend, eine
Tendenz geht in die Richtung, daf ein hoherer Spiegel zu einer Erniedrigung der
Aktivitdt flihren konnte (KI= 0,26)

- lediglich fiir das Nelfinavir zeigt sich ein stabilerer Trend, ebenfalls hin zu einer
Erniedrigung der Lipoproteinlipase Aktivitét bei hoheren Spiegeln (KI1=0,49).
Allerdings wurde ein Ausreilerwert aus dieser Analyse herausgenommen. Der

Proband 13 hatte lediglich einen sehr niedrigen Nelfinavirspiegel von 25ng/ml.

Graphik 19 A-D: Lipoproteinlipase Aktivititen in Korrelation zu
den Medikamentenspiegeln der einzelnen
Proteaseinhibitoren (wie aufgelistet)
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Die hepatische Lipaseaktivitdt unterschieden nach der Einnahme von
Proteaseinhibitoren in Abhédngigkeit zu den Medikamentenspiegeln:
- ergibt fiir Saquinavir (KI=0,42), Ritonavir (KI=0,3) und Nelfinavir (KI=0,8)

einen Trend hin zu einer Erniedrigung der Aktivitét bei hoheren Spiegeln

Graphik 20 A-D: Hepatische Lipaseaktivititen in Korrelation zu den Medikamen-
tenspiegeln der einzelnen Proteaseinhibitoren (wie aufgelistet)
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- fiir Indinavir zeigt sich kein tragfdhiger Trend, im niedrigen Spiegelbereich
werden sowohl hohe wie auch niedrige Enzymaktivititen gemessen. Im hohen
Spiegelbereich bleiben die Enzymaktivitdten unauftillig, entsprechend ist der

Korrelationskoeffizient lediglich 0,16.
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3.7. Intraindividuelle Verlaufsbeobachtung der Lipoproteinlipase und der

hepatische Lipase

Bei fiinf Patienten wurden die Lipoprotein- und die hepatische Lipaseaktivitét erst unter
der Einnahme eines Proteaseinhibitoren (divergente antiretrovirale Therapie) und dann
im Verlauf erneut nach einer mindestens sechsmonatigen proteaseinhibitorenfreien

(konvergenten) antiretroviralen Therapie gemessen.

Tabelle 19: Therapieregime der fiinf Probanden (kursiv=Proteaseinhibitoren)

A Indinavir+ RitonavirtZidovudin+Lamivudint+Abacavir = ZidovudintLamivudin+Abacavir+Efavirenz
Saquinavir+Ritonavir+Zidovudin+Didanosin+Efavirenz = Zidovudin+Lamivudint+Abacavir+Efavirenz

Indinavir+ Zidovudin+Didanosin+Efavirenz = Zidovudin+Lamivudint+Abacavir+Efavirenz

@)

Indinavir+Zidovudint+Lamivudin+Efavirenz = Zidovudin+Lamivudin+Abacavir+Efavirenz

W g

Saquinavir+Ritonavir+StavudintDidanosint+Abacavir = Zerit+Didanosin+Abacavir+Efavirenz

3.7.1 Cholesterin- und Triglyceridwerte

Die Gesamtcholesterinwerte aller Patienten sind unter dem divergenten Therapieregime
erhoht (231 — 328mg/dl — Mittelwert: 281). Nach dem Wechsel zu der konvergenten
Therapie werden im Mittel um 12 % niedrigere Cholesterinwerte (209 — 284 mg/dl —
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Mittelwert 249) gemessen. Bis auf einen der Probanden (D) erniedrigen sich die

Cholesterinwerte im Verlauf.

Graphik 21: Verlauf der Niichterncholesterinwerte nach dem Switch zu einem
proteaseinhibitorenfreien Therapieregime
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Graphik 22: Verlauf der Niichterntriglyceridwerte nach dem Switch zu einem
proteaseinhibitorenfreien Therapieregime
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Bei der Analyse der Triglyceridwerte zu dem Zeitpunkt der divergenten Therapie
werden bei allen Probanden erh6hte Niichternwerte gemessen (349 - 1248 mg/d];
Mittelwert 615,2). Im Verlauf nach der Umstellung auf eine konvergente Therapie sind
die Werte im Mittel um 33% niedriger (169 — 818 mg/dl; Mittelwert 413,8). Jedoch
lediglich bei einem Probanden (E) ist der Niichterntriglyceridwert im Verlauf im
Normbereich (349 -> 169 mg/dl). Bei allen Probanden erniedrigen sich die
Niichterntriglyceridwerte lediglich auf weiterhin erhoht Parameter (>250mg/dl).

3.7.2 Lipoproteinlipase

Die Lipoproteinlipase-Aktivitdten der fiinf Probanden lagen in einem Bereich von 44 —
123 % bei den Probanden, die eine divergente Therapie erhielten. Drei von ihnen
erhielten als Proteaseinhibitor Indinavir und die {ibrigen zwei Saquinavir. Jeweils einer
der drei bzw. zwei Probanden erhielt Ritonavir als zweiten Proteaseinhibitor zur
Boosterung. Nach der Umstellung der Therapie auf ein proteaseinhibitorenfreies

Regime betrug die Spanne der Lipoproteinlipase-Aktivitit 21- 112 %.

Graphik 23: Verlauf der Lipoproteinlipaseaktivitit nach dem Switch zu einem
proteaseinhibitorenfreien Therapieregime
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Bei den Probanden A, D und E erniedrigte sich die Lipoproteinlipase-Aktivitdt, bei den
Probanden B und C stieg sie im Vergleich zu der ersten Bestimmung an. Im Mittelwert
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war die Lipoproteinlipase-Aktivitdt zu beiden Zeitpunkten im niedrigen Bereich (72,8%
= 64,2%). Einen Einflu} der Proteaseinhibitorentherapie auf die Lipoproteinlipase-

Aktivitét lie sich anhand dieser Auswertung nicht erkennen.

3.7.3 Hepatische Lipase

Die Schwankung der hepatische Lipaseaktivitét lag zwischen 36 und 139% (Mittelwert
91,6%) unter der divergenten und zwischen 56 und 326 % (Mittelwert 146,4) unter der
konvergenten Therapie. Der Proband C wies insbesondere unter dem proteaseinhibi-
torenfreien Therapieregime eine extraorbitante hepatische Lipaseaktivitit von 326%
auf. Extrahiert man die Daten dieses Probanden C, bleiben die Werte im Bereich 36 —
130% (Mittelwert 79,7) bzw. zwischen 56 und 180% (Mittelwert 101,5) im Verlauf.
Lediglich bei einem Probanden (D) verringerte sich die hepatische Lipaseaktivitit unter
dem PI-freien Regime. Bei den iibrigen 4 Probanden erhohte sie sich. Beziiglich der
hepatischen Lipaseaktivitit ergibt sich demnach ein leichter Trend hin zu einer
Normalisierung, nachdem sie unter der ersten divergenten Kombinationstherapie
supprimiert erschien. Aufgrund der geringen Fallzahl 148t sich jedoch keine validere

Aussage treffen.

Graphik 24: Verlauf der hepatischen Lipaseaktivitit nach dem Switch zu
einem proteaseinhibitorenfreien Therapieregime
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Im intraindividuellen Vergleich der fiinf Probanden erst unter der divergenten, dann
unter der konvergenten Therapie ergeben sich eindeutige Resultate beziiglich der
Entwicklung der metabolischen Stoffwechselabnormitdten. Sowohl die Niichterntrigly-
cerid- als auch die —cholesterinwerte verringern sich im Verlauf. Dagegen sind die
Verdnderung der Lipoproteinlipase-Aktivitit und der hepatische Lipaseaktivitét recht
heterogen. Eine Tendenz in die eine oder andere Richtung 146t sich anhand dieser Daten

und der geringen Fallzahl nicht benennen.
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E Diskussion

4. Diskussion der Ergebnisse

4.1 Lipidprofil

4.1.1 Lipide

Die in dieser Auswertung berlicksichtigten Probanden sind in Bezug auf eine Hyper-
triglyceriddmie, Hypercholesterindmie oder morphologische Verdnderungen entsprech-
end der EinschluB3kriterien vorselektioniert. Folglich wurden beim Gesamtkollektiv
erhohte Lipide (Triglyceride, Cholesterine (gesamt, LDL-Cholesterin), Lipoprotein (a),
Apoprotein B) gemessen. Das HDL-Cholesterin und das Apoprotein A-I dagegen sind
in den Mittelwerten erniedrigt gemessen worden, so dafl das Gesamtkollektiv erwar-
tungsgemill Anomalien des Fettstoffwechsels aufweist, was den untersuchten Kollek-
tiven mit Fettstoffwechselstorungen entspricht (Carr 1998a, Carr 1998b, Bonnet 1998,
Bernasconi 1998, Pedneault 1999, Pollner 1998, Roge 1999).

In der Gegeniiberstellung der Niichterncholesterine und -triglyceride ergeben sich in der
Gesamtbetrachtung keine Differenzen in den Mittelwerten zwischen den Probanden mit
einer konvergenten (k) bzw. einer divergenten (d) Therapie. {Niichterntriglyceride 471
(k) < 460 mg/dl (d); Niichterncholesterine 251mg/dl (k) < 262mg/dl (d)}. Sowohl fiir
die Triglyceridwerte als auch fiir die Cholesterine wurden in dieser Auswertung also
einerseits hohere Mittelwerte gemessen, andererseits keine Unterschiede zwischen den
beiden Kollektiven mit und ohne Proteaseinhibitoren gefunden. Nach Herausnahme
derjenigen Probanden mit einem Apolipoprotein E ,non 3/3” ergibt sich fiir die Niich-
terntriglyceride folgende Differenz: 312mg/dl (k) < 452mg/dl (d), wogegen die Niich-
terncholesterine weiterhin vergleichbar bleiben: 237,8mg/dl (k) < 238,4mg/dl (d). Die
Niichterntriglyceride sind in dem divergenten- in Relation zu dem konvergenten Thera-
piearm in der Betrachtung der Probanden mit einem vergleichbaren Apolipoprotein E
von 3/3 erhoht, so daf} diese Daten das vermehrte Auftreten einer Hypertriglyceriddmie

bei Einnahme eines Proteaseinhibitoren im Vergleich zu einer proteaseinhibitorenfreien
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Therapie bestétigen. Fiir die Cholesterine lief sich zwischen dem proteaseinhibitoren-

freien und —haltigen Arm keine Differenz ermitteln.

In der Studie von Purnell (Purnell 2000) wurden bei HIV-negativen Probanden nach
14tigiger Ritonavireinnahme als Monosubstanz bereits Anstiege des Mittelwertes der
Niichterncholesterine von 169 auf 208 mg/dl und der Niichterntriglyceride von 109 auf
270mg/dl gemessen. So daB ein direkter Einflufl des Proteaseinhibitoren Ritonavir auf

den Fettstoffwechsel angenommen werden kann.

Die Arbeisgruppe von Mustafa Noor (2001) hat ebenfalls HIV-negative Probanden
(n=10) untersucht und ihnen 2x800mg/d Indinavir iiber 4 Wochen verabreicht. Im
Verlauf wurden unter anderem das Niichterncholesterin® und die —triglyceride®
untersucht. Leichte Anstiege wurden gemessen (“181,7 > 197.2 [p=0,16]; "124 >
150,6 mg/dl [p=0,22]), die sich aber nicht als statistisch signifikant erwiesen, sondern
nur einen Trend aufzeigen konnten. Anzumerken ist zu dieser Auswertung neben der
recht kleinen Teilnehmerzahl von n=10, daf} die gegebene Indinavirdosis nicht der
iiblichen therapeutischen Dosis zur Behandlung einer HIV-Infektion entspricht
(3x800mg oder 2x800mg in Verbindung mit 2x100mg Norvir), so daf} die erreichten
Indinavirspiegel, die nicht gemessen wurden, nicht den iiblichen virussupprimierenden
Spiegeln entsprechen diirften. Trotzdem wurden leichte Zunahmen der Niichterncholes-
terine und —triglyceride gemessen, was gegen einen neutralen Einflufl des Indinavir auf
den Fettstoffwechsel spricht. Ob ein ausreichender EinfluB3 zur Erklarung der Dyslipi-
ddmien im Rahmen des HALS durch die Proteaseinhibitoren besteht, kann hieraus nicht

geschlossen werden.

Metabolische und morphologische Alterationen treten in der Unterauswertung zu
metabolischen Komplikationen der APROCO (Antiprotease Cohorte) Studie
insbesondere 12 Monate nach dem Beginn einer Proteaseinhibitoren beeinhaltenden

Therapie auf und sind entsprechend assoziiert mit diesen Medikamenten (Saves 2002).

Die Auswertung des Kollektives der Lipoco Studie (Saint-Marc 2000) ist unter anderem
wie in dieser Auswertung, differenziert nach einer Gruppe von Probanden, die eine

konvergente (k) und eine die eine divergente (d) antiretrovirale Therapie einnimmt. Die

67



Mittelwerte der Niichterntriglyceridwerte (173mg/dl (k) und mit 273mg/dl (d)) und die
der Niichterncholesterine (188mg/dl (k) und 230mg/dl (d)) sind im Durchschnitt
niedriger gemessen worden als in unserem Kollektiv. Sowohl fiir die Triglycerid- als
auch fiir die Cholesterinwerte wurden in unserer Auswertung also einerseits hohere
Mittelwerte gemessen, andererseits wurden die signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Kollektiven mit und ohne Proteaseinhibitoren fiir das Gesamtkollektiv nicht
gefunden. Anders als in der Lipocostudie erfolgte in unserer Auswertung eine weitere
Differenzierung nach einem phénotypischen Apo E von 3/3 und non 3/3. Erst in dieser
weiteren Analyse ergeben sich sich fiir die Niichterntriglyceride eine der Lipocostudie

entsprechende Differenz.

Gervasoni (Gervasoni 1999) hat eine Korrelation zwischen der Dauer der je einge-
nommenen antiretroviralen Therapie und dem Auftreten eines HALS in derselben
Arbeit beschrieben. Im Kapitel 3.5 unserer Untersuchung konnte beziiglich des
Cholesterin eine Korrelation zwischen der Dauer der je eingenommenen antiretroviralen
Therapie und der Hohe des Cholesterin ebenfalls ermittelt werden, die in der Gesamt-
betrachtung einen Korrelationsindex von 0,32 hat. Nach Ausschluf3 der Probanden mit
einem phénotypischen Apolipoprotein E ,non 3/3” erhoht sich der Korrelationsindex auf
0,57 und erhértet somit diesen Zusammenhang. Fiir die Triglyceride konnte kein

richtungsweisender Korrelationsindex errechnet werden.
Die Dauer der antiretroviralen Therapie ist demnach in unserem Kollektiv, insbesondere

bei dem Teil mit einem Apolipoprotein E Phinotyp von 3/3, deutlich vergesellschaftetet

mit der Zunahme einer Hypercholesterindmie.

4.1.2 Apolipoprotein E

Nur sehr wenige wissenschaftliche Arbeiten beschéftigten sich mit der Verkniipfung des
Apolipoprotein E mit den metabolischen Verdnderungen bei HIV-positiven Patienten.
Die Préavalenz eines phénotypischen Apolipoprotein E ,non 3/3” entspricht in dem
Kollektiv dieser Arbeit mit 45% der Normalverteilung der Bevolkerung (Schmitz 1995).
Von diesen 45 % (n=18) hatten 9 Probanden ein Apolipoprotein E 3/4, 3 Probanden
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hatten ein Apolipoprotein E von 4/4, 5 Probanden eines von 2/3 und ein Proband hatte

ein Apolipoprotein E 2/2.

Differenziert man die gemessenen Lipide nach einem phénotypischen Apolipoprotein E
3/3% oder ,non 3/3°", so sind jeweils die Mittelwerte der ,non 3/3’-Gruppe erhéht:
Triglyceride (395% <> 547mg/d1®; p=0,605), Cholesterine (238% <> 285mg/dI’;
p=0,054). Die enormen Unterschiede der Triglyceride in den beiden Therapiegruppen,
bei auffallend hoch ausgefallenem p-value nach dem Mann-Whitney U Test von 0,605
ergibt sich daraus, da3 drei Probanden mit einem Apolipoprotein E ,non 3/3” aul3er-
ordentlich hohe Ausreifler (Niichterntriglyceride: 1794, 2298, 2448mg/dl) hatten. Die
Mediane der Niichterntriglyceride blieben entsprechend vergleichbar: 270* < 251
mg/dIP.

Im September 1998 beobachtete Lister (1999) bei einem seiner Patienten, mit fortge-
schrittener HIV-Infektion und unter der Therapie von zwei Proteaseinhibitoren (Rito-
navir und Crixivan) eine ausgepréigte Hyperlipiddmie mit einem Gesamtcholesterin von
1133mg/dl und einem Gesamttriglycerid von 2435mg/dl. Dieser Patient hatte einen
Apolipoprotein E Phénotyp von 2/2. Lister vermutete in diesem Casereport, daf3 fiir
HIV-Patienten ein erhdhtes Risiko einer Hyperlipiddmie besteht, wenn sie eine Prote-

aseinhibitorentherapie erhalten und zugleich diesen Phanotypus haben.

Wenig spéter publizierte Behrens (1999b) aus Hannover ebenfalls im Lancet eine Aus-
wertung einer prospektiven Studie, in der bei 38 HIV-Patienten der Apolipoprotein E
Phéinotyp bestimmt und in Abhéngigkeit zu den Lipiden gesetzt wurde. 63,2% (n=24)
hatten ein Apolipoprotein E 3/3, die iibrigen 36,8% ein Apolipoprotein E von 2/3 (n=8),
2/4, 3/4 oder 4/4 (jeweils n=2). Er bestidtigt dieses erhdhte Risiko fiir eine Hyperlipo-
proteindmie bei einem Apolipoprotein E ‘non 3/3’, mit einem statistisch signifikanten p-

value von 0,02.

Die dieser Arbeit zugrundeliegende Untersuchung erfolgte unter anderen Voraus-
setzungen, so da3 nur eine eingeschrinkte Vergleichbarkeit moglich ist. Denn alle hier
untersuchten Probanden wiesen metabolische oder morphologische Abnormititen auf.

Fiir die Niichterncholesterinwerte lassen sich die Beobachtungen von Lister und
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Behrens bestitigen, ein deutlicher Trend, der fast statistisch signifikant ist, zeigt eine
ausgepragtere Hypercholesterindmie in der Gruppe der Probanden mit einem Apolipo-
protein E ‘non 3/3” gegeniiber denjenigen mit einem Apolipoprotein E von 3/3. Der p-
value betrdgt bei Splittung lediglich nach dem Apolipoprotein E — also unabhédngig von
der di- oder konvergenten Therapie: 0,054 — nach Ausschlufl der Probanden die keine
Proteaseinhibitoren einnahmen: 0,072. Fiir die anderen Parameter wie Niichterntrigly-
ceride und HDL-Cholesterin konnte in dieser Auswertung kein Trend infolge eines

Apolipoprotein E Phéanotypus gefunden werden.

Die eigenen Daten, wie auch die zitierten Studien, bestdtigen, dal3 zur Auswertung von
Fettstoffwechselstorungen eine Differenzierung nach dem unterschiedlichen phiano-
typischen Apolipoprotein E Polymorphismus sinnvoll ist, weil durch ihn bereits Dysli-

pidaemien induziert werden kdnnen.

4.1.3 Immunologie

In der Auswertung der immunologischen Parameter zu den Lipiden ergibt sich in
unserer Auswertung ein sehr deutlicher Trend beziiglich der CD4-positiven Zellen. Je
niedriger sie sind, desto hoher fallen die gemessenen Niichterntriglycerid- und —
cholesterinwerte aus. Der Korrelationskoetfizient betrdgt 0,54 fiir die Triglyceride und
0,26 fiir die Cholesterine, wenn man lediglich die Probanden mit einem Apolipoprotein
E von 3/3 berticksichtigt. Betrachtet man nun diejenigen Probanden — ebenfalls alle mit
einem Apolipoprotein E vom Normaltyp - mit einer CD4-Zellzahl von <300/ul und
stellt ihnen diejenigen Probanden mit einer CD4-Zellzahl von >300/ul gegeniiber, so
148t sich dieser Trend bestétigen und nach dem Mann-Whitney U Test ein p von 0,114
(Triglyceride) bzw. von 0,138 (Cholesterin) berechnen.

Betrachtet man die Quantitit der HIV-Viruspartikel, so ergibt sich zum Fettstoffwechsel
nach diesen Berechnungen kein Trend, was daran liegen mag, dal3 die Mehrheit der
Probanden (=60%) eine Viruslast unter der Nachweisgrenze hatten und lediglich 7 der
40 Probanden eine Viruslast von >1000 HIV-Partikeln/ml aufwiesen, also zuwenig aus-

wertbare Differenzen vorliegen.
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Andrew Carr (Carr 1998a, Carr 2000b) und Katherine Heath (Heath 2001) fanden keine
Korrelation zwischen den CD4-positiven Zellen und der Viruslast zu der Entstehung
eines HALS. Dies widerspricht nicht den Ergebnissen dieser Arbeit, denn hier wurde
und konnte keine Risikoanalyse zum Auftreten des HALS erfolgen, sondern es wurde
lediglich ermittelt, da3 bei den Probanden mit einem bereits bekannten metabolischen
oder morphologischen HALS ein Zusammenhang besteht zwischen der Erniedrigung

der CD4-positiven Zellen und der Hypertriglyceriddmie und der —cholesterindmie.

Der Trend zu den erhohten Lipidparametern bei den Probanden, die eine erniedrigte
CDA4-Zellzahl aufweisen, liegt meines Erachtens darin begriindet, daf es sich bei dieser
Gruppe um iiberwiegend vorbehandelte Patienten mit einer bereits fortgeschrittenen und
seit langer Zeit bekannter HIV-Infektion handelt. Die Dauer der HIV-Infektion und der
eingenommenen antiretroviralen Therapie sowie bereits durchgemachte AIDS-
definierende Erkrankungen sind als Risikofaktoren fiir eine Hyperlipidimie bekannt

(Gervasoni 1999).

4.1.4 Lipoprotein- und hepatische Lipase Aktivitit

Die Enzymaktivititen der Lipoprotein Lipase des Gesamtkollektives liegen mit dem
gemessenen Mittelwert von 81 % im unteren Normbereich, der in der Spanne zwischen
80-120 % liegt. Die Spannweite aller Messungsergebnisse liegt bei 159. Dagegen liegt
der Mittelwert der hepatischen Lipase mit 102 % im mittleren Normbereich, weist
jedoch nach unten und oben grof3e Ausreiler (Spannweite 324) auf. Die wenigen
Untersuchungen auf diesem Gebiet, die die Lipoproteinlipase- oder die hepatischen
Lipaseaktivitit bei HIV-Patienten mit einem HALS untersucht haben, sind die

folgenden vier Arbeiten:

1.) Purnell® (Purnell 2000) hat in seiner bereits erwahnten Untersuchung (Kapitel 4.1.1)
beide Enzymaktivitdten bei HIV-negativen Probanden erst vor dann im Verlauf nach 14
Tagen unter einer Ritonavirmonotherapie versus der Einnahme lediglich eines Placebo
gemessen. Nur in der Gruppe der Probanden, die Ritonavir einnahmen, konnte eine
Aktivitdtsabnahme der hepatischen Lipaseaktivitidt um 21,2% gemessen werden. In der

Placebogruppe wurde erwartungsgemil keine Verdnderung der hepatischen Lipaseakti-
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vitdt gemessen. Dagegen ergab sich in beiden Gruppen beziiglich der Lipoproteinlipase
Aktivitét keine Verdnderung.

2.) Beim ersten Lipodystrophie Workshop in San Diego 1999 prisentierte Yarasheski®
(1999) Lipoproteinlipase Aktivititsmessungen von 45 HIV-positiven Probanden, die
alle eine divergente antiretrovirale Therapie erhielten. Bei 22 der Probanden wurden
Hypertriglyceriddmien gemessen, von denen neun sogar Werte von >1000mg/dl hatten.
Die Lipoproteinlipase hatte insbesondere bei diesen Probanden eine erniedrigte

Aktivitét.

3.) In einem Research letter wurde von Baril” (Baril 2001) eine Untersuchung zur
Lipoprotein- und hepatischen Lipase Aktivitdt bei 12 HIV-positiven Probanden, die -
bis auf einen - eine divergente antiretrovirale Therapie erhielten und allesamt eine
schwere Hypertriglyceriddmie (von 400 — 4500mg/dl) aufwiesen, publiziert. Laut Baril
konnte bei allen Probanden eine auffillige Erniedrigung der hepatischen Lipaseaktivitit
gemessen werden, sowie eine verminderte Aktivitdt der Lipoproteinlipase Aktivitét bei
7 der 12 Probanden. Statistische Auswertungen wurden diesem research letter nicht

beigefiigt.

4.) In einer Teilauswertung der Daten dieser Arbeit auf dem Boden von 20 HIV-posi-
tiven Probanden mit einer divergenten antiretroviralen Therapie, wurde von unserer
Arbeitsgruppe® in Marrakech auf dem ersten europiischen Symposium zu Lipodys-
trophie und HIV-Infektion présentiert, da3 dieses Patientenkollektiv mit Hyperlipi-
dédmien, eine auffillig erniedrigte Lipoproteinlipase Aktivitit aufweist (Buhk 2000).

In diesen vier Arbeiten scheint die Einnahme von Proteaseinhibitoren mit einer
Erniedrigung der hepatischen Lipaseaktivitdt” einherzugehen, bzw. steht diese in einem
Zusammenhang mit einer Hypertriglyceridimie®. Wihrend die ersten drei
Publikationen®”” keine eindeutigen Resultate zur Lipoproteinlipase Aktivitit bei ihren
Probanden erhielten, lediglich eine Tendenz zu ebenfalls einer Erniedrigung der
Aktivitat”, wurde in der von uns in Marrakech® vorgestellten Teilauswertung dieser
Daten eine statistisch signifikante Erniedrigung der Lipoproteinlipase Aktivitdt (76,9%)

bei Probanden mit einer divergenten antiretroviralen Therapie bereits festgestellt.
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In der Gesamtauswertung dieser Untersuchung kommen wir zu den folgenden
Ergebnissen: Bei dem durchweg HIV-positiven Kollektiv, in dem bereits seit Jahren
antiretrovirale Therapien eingenommen wurden, wird die Lipoproteinlipase Aktivitat
des Gesamtkollektives erniedrigt gemessen (81,05%). Die hepatische Lipaseaktivitit
allerdings wurde in der Gesamtbetrachtung mit 102,1% in einem unauffalligen Bereich
bestimmt. Das Ziel dieser Untersuchung ist nun eine weitere Analyse insbesondere der
Lipoproteinlipase-Aktivitdten in Relation zu der eingenommenen Therapie (divergent
bzw. konvergent), der Dauer der je eingenommenen antiretroviralen Therapie und die
weitere Differenzierung der Ergebnisse nach dem Vorliegen des Apolipoprotein E
Polymorphismus (3/3 bzw. ,non 3/3”). Im folgenden Kapitel wird eine weitere Analyse

in Bezug auf die gemessenen Proteaseinhibitorenspiegel erfolgen.

Betrachtet man die Lipoproteinlipase Aktivitdt nach Splittung des Kollektives in eine
divergente (d) und in eine konvergente (k) Therapie, so ergibt sich keine statistisch
signifikante Differenz (p=0,76) in der Aktivititsmessung (82,8 (d) vs. 76,6 (k) %).
Bezieht man lediglich die Probanden mit einem Apolipoprotein E von 3/3 in die
Auswertung ein, bleiben die beiden Kollektive weiterhin vergleichbar (82,5 (d) vs. 80,2
(k) %). Die Lipoproteinlipase Aktivitdten bleiben bei beiden Kollektiven in einem
niedrigen aber voneinander nicht zu unterscheidenden Bereich. Eine Differenz zwischen
einer aktuell eingenommenen divergenten oder konvergenten Therapie konnte also
nicht gefunden werden. Die erniedrigten Aktivititen der Lipoproteinlipase in den
bereits erwdhnten Studien miissen auf der Basis dieser Daten also nicht zwangsléufig

speziell mit den Proteaseinhibitoren zusammenhéngen.

Eine positive Korrelation ergab sich aber beziiglich der Dauer der je eingenommenen
antiretroviralen Therapie, je ldnger diese Zeitspanne ist, desto niedriger wurde die Lipo-
proteinlipase Aktivitidt gemessen. Betrachtet man das Gesamtkollektiv, so fdllt diese
Korrelation mit einem Korrelationsindex von 0,19 schwach aus, nach Ausschluf3 der
Probanden mit einem phénotypischen Apo E non 3/3, wird diese Korrelation mit einem
Korrelationsindex von 0,29 etwas deutlicher. Aus diesen Ergebnissen 148t sich
schlielen, daB einerseits eine direkte Korrelation der Proteaseinhibitoren auf das Enzym
der Lipoproteinlipase nicht nachgewiesen werden konnte, allerdings ein Zusammen-

hang mit der Zeitdauer der je eingenommenen antiretroviralen Therapie (mit oder ohne
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Proteaseinhibitoren) zu bestehen scheint. Je linger eine antiretrovirale Therapie
eingenommen wurde desto eher besteht auch die Tendenz, da3 die Lipoproteinlipase

Aktivitdt abgeschwicht ist.

Die hepatische Lipaseaktivitit des Gesamtkollektives liegt mit 102,1 % im mittleren
Bereich. Die Splittung nach divergenter (d) und konvergenter (k) Therapie ergibt
unabhéngig {96,2 (d) vs. 117,3 (k) % (p=0,673)} und abhingig {88.,4 (d) vs. 129,8 %
(k) (p=0,394)} vom Apolipoprotein E 3/3 zwar keine statistisch signifikante Differenz.
Es ergibt sich aber ein Trend hin zu einer niedrigeren hepatischen Lipaseaktivitét bei
den Probanden mit einer aktuell eingenommenen Proteaseinhibitorentherapie. Diese
Beobachtung deckt sich mit den beiden bereits erwéhnten Publikationen (Purnell 2000,
Baril 2001). Wie bei der Lipoproteinlipase Aktivitét, zeigt sich bei der hepatischen
Lipaseaktivitit interessanterweise ein Trend beziiglich der Dauer der je eingenommenen
antiretroviralen Therapie, der hier jedoch invers ausfillt. Je ldnger eine antiretrovirale
Therapie gegeben wurde, desto hoher wurde die hepatische Lipaseaktivitit gemessen.
Der Korrelationsindex betragt 0,35 fiir die Gesamtgruppe und 0,43 fiir die Probanden
mit einem Apolipoprotein E von 3/3. Handelt es sich hier um einen Widerspruch, daf3
einerseits mit zunehmender Dauer der je eingenommenen antiretroviralen Therapie eine
Tendenz zur Zunahme der hepatische Lipaseaktivitit gemessen werden kann und
andererseits die Einnahme von Proteaseinhibitoren eine Abschwéichung der Aktivitit
dieses Enzymes zur Folge hat? Unterstellt man eine direkte Interaktion der Protease-
inhibitoren mit der hepatischen Lipase, so muf} andererseits die Dauer der je einge-
nommenen Medikamente sich nicht auf die Enzymaktivitit auswirken. Weiterhin
wurde in der Berechnung der Zeit, nicht nach Reverse Transkriptase- und Protease-
inhibitoren differenziert, so daf eine spezielle additive zeitliche Wirkung von bereits
seit langerer Zeit eingenommener Proteaseinhibitoren mit dieser Berechnung nicht
geniigend beantwortet werden kann. Im folgenden Kapitel wird der Frage nach einer
direkten Wechselwirkung durch einzelne Proteaseinhibitorensubstanzen auf die

Aktivitdt der hepatische Lipase diskutiert.

Der Trend, den Yarasheskiund Baril in ihren Arbeiten beschrieben, da3 Hypertrigly-
ceriddmien mit erniedrigten Aktivitdten insbesondere der hepatischen Lipase (HL) aber

auch der Lipoproteinlipase (LpL) einhergehen, konnte in der Auswertung der Daten
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unseres Kollektives bestitigt werden. In dieser Arbeit wurden drei Gruppen nach den
gemessenen Niichterntriglyceriden differenziert:

1.) <200mg/dl 2.) 200-400mg/dl und 3.) >400mg/dl.
Fiir jede der drei Gruppen wurden die jeweiligen Lipoprotein- und hepatische Lipase-
aktivitdten bestimmt. Ein statistisch signifikantes Resultat nach dem Mann-Whitney U
Test wurde nicht erzielt, die p-values betrugen jeweils fiir die Gruppen 1 und 3: 0,248
(HL) bzw. 0,307 (LpL). Dies konnte mit der geringen Fallzahl zusammenhéngen. Ein

Trend entsprechend der beiden genannten Arbeiten 146t sich aber bestétigen.

Einfluf} der Proteaseinhibitoren (Spiegel) auf die Lipide und die Lipoprotein-

und hepatische Lipase

Dem moglichen direkten Einflu3 der Proteaseinhibitoren auf die Aktivitat der Lipopro-
teinlipase und der hepatischen Lipase wurde in dieser Untersuchung nachgegangen.
Dabei ist der aktuelle Medikamentenspiegel der einzelnen Proteaseinhibitorensubstanz
— entweder Indinavir, Saquinavir, Nelfinavir oder Ritonavir — in Relation zu der ge-

messenen Enzymaktivitit gesetzt worden.

Es handelt sich hier um eine Momentaufnahme, in der lediglich betrachtet werden kann,
wie hoch zu dem Zeitpunkt der Untersuchung einerseits der Medikamentenspiegel und
andererseits die jeweilige Enzymaktivitat war. Nicht mit einbezogen wurde in diese
Untersuchung, wie hoch die Medikamentenspiegel in der Zeitperiode vor dieser Unter-
suchung waren. So ist es durchaus moglich, da3 der Medikamentenspiegel zu diesem
Untersuchungszeitpunkt auBergewohnlich hoch oder niedrig ausfiel. Sollte es eine
langfristige Wechselwirkung zwischen den jeweiligen Proteaseinhibitoren und diesen
Enzymen des Fettstoffwechsels geben, so 146t sich hiertiber keine Aussage treffen,
sondern lediglich iiber einen etwaigen kurzfristigen direkten Einflufl des jeweiligen

Proteaseinhibitorenspiegels.

Zur Erorterung dieser Fragestellung wurden die Probanden in fiinf Gruppen aufgeteilt:

jeweils nach dem Proteaseinhibitoren der eingenommen wurde (Indinavir, Saquinavir,
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Ritonavir oder Nelfinavir) und einer Gruppe von Probanden, die aktuell keine Protease-

inhibitoren erhielten.

Entsprechend der Vorselektion dieser Probandengruppe sind im Mittel die Cholesterin-
und Triglyceridwerte aller Gruppen erhoht. Wesentliche Differenzen unter den
genannten fiinf Gruppen ergeben sich in Bezug auf die Niichterncholesterine nicht. Die
Mittelwerte liegen bei 250mg/dl — unabhingig von dem aktuell eingenommenen
Proteaseinhibitoren und ob eine proteaseinhibitorenfreie Therapie eingenommen wurde.
Bei den Niichterntriglyceridwerte wiederum gibt es grole Abweichungen unter den
Gruppen. Insbesondere in der Indinavir- und der Ritonavirgruppe sind die Niichtern-
triglyceride stark erhoht. In der Saquinavirgruppe wird der Mittelwert durch einen
Ausreifler von 1794mg/dl nach oben gerissen, entsprechend ist die Standardabweichung
mit 718,6 sehr grof3. Nach Ausschluf3 der Probanden mit einem Apolipoprotein E
Phénotyp ,non 3/3’ werden zwar die extremen Ausreifler herausgefiltert, hohe Trigly-
ceridmittelwerte der Indinavir- und Ritonavirgruppe bleiben bestehen. Die Einnahme
dieser beiden Proteaseinhibitoren scheint mit einem proportional vergréferten Risiko

verbunden zu sein, eine Hypertriglyceriddmie zu entwickeln.

Lipoprotein- und hepatische Lipase

Die Lipoprotein- und hepatische Lipase Aktivitdten sind bei allen fiinf Gruppen ernie-
drigt — bis auf eine Ausnahme: Die hepatische Lipaseaktivitit derjenigen, die Indinavir
einnahmen, ist auffallig erhoht. Weiterhin ist zu beobachten, da3 die Lipoproteinlipase
Aktivitit in der Indinavirgruppe am niedrigsten ausfdllt. Beziiglich der hepatische
Lipaseaktivitit scheint nach diesen Untersuchungen die Ritonavirgruppe den starksten

supprimierenden Einfluf3 zu haben.
Insgesamt sind die einzelnen Gruppen von der Probandenzahl her klein, so dafl mit

diesen Ergebnissen und Auswertungen keine statistisch signifikanten Ergebnisse

erwartet, sondern nur Trends benannt werden kénnen.
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A

Betrachtet man die Daten entsprechend den erreichten Proteaseinhibitorenspiegeln, in
Relation zu dem jeweils berechneten Cmax und unterteilt die Probanden in vier
Gruppen: 1.) in eine Gruppe® mit niedrigen Medikamentenspiegeln (Cmax<5%; n=7)
2.) in eine” mit mittleren Medikamentenspiegeln (Cmax 5-45%; n=10) 3.) in eine
Gruppe’ mit relativ hohen Medikamentenspiegeln (Cmax > 45%; n=11) und 4.) in eine

Kontrollgruppe® ohne Proteaseinhibitorentherapie (n=7), so ergibt sich folgendes Bild:

In der Gruppe mit den niedrigsten Spiegeln® werden auch auch die niedrigsten Lipo-
proteinlipase Aktivitdten - im Mittel von 68,7% (median 50%) - gemessen. Mit anstei-
gendem Spiegel des jeweiligen Proteaseinhibitoren wurden auch die Enzymaktivititen
der Lipoproteinlipase Aktivitit etwas hoher gemessen, in der Gruppe mit den miBigen
Spiegeln® lag der Mittelwert bei 75,3% (median 64,5%) und in der Gruppe mit den
hohen Medikamentenspiegeln’ lag der Mittelwert bei 85,4% (median 75,0). In der
Probandengruppeg, die keine Proteaseinhibitoren einnahmen lagen der Mittelwert der

Lipoproteinlipase Aktivitit bei 81,4 und der Medianwert bei 73,0%.

Die Relation zwischen der Hepatischen Lipaseaktivitit und den jeweiligen Medikamen-
tenspiegeln erscheint interessanterweise invers zum dem der eben dargelegten Lipo-
proteinlipase Aktivitét. In der ersten Gruppe mit lediglich den sehr niedrigen Protease-
inhibitorenspiegeln® wird die hepatische Lipaseaktivitit im Mittel mit 121,6 - und im
Median mit 127 - % relativ hoch gemessen. Mit ansteigendem Spiegel reduziert sich die
hepatische Lipaseaktivitit, in der Gruppe” mit dem miBigen Spiegel auf 113,6% im
Mittel und 83,5% im Median und in der Gruppe’ mit dem hohen Spiegel auf 79,7% im
Mittel und 81% im Median. In der Vergleichsgruppe® ohne Proteaseinhibitorentherapie
betragt der Mittelwert 87,7% und der Median 79%.

Im vorherigen Kapitel wurde ein deutlicher Trend hin zu einer Erniedrigung der
Lipoproteinlipase Aktivitdt (LpL) und zu einer Erh6hung der hepatische Lipaseaktivitat
(HL) je ldnger jeweils eine antiretrovirale Therapie eingenommen wurde beschrieben.
In dieser Gegeniiberstellung der zu einem Zeitpunkt gemessenen Aktivititsmessungen
der beiden genannten Enzyme und dem jeweiligen Spiegel der Proteaseinhibitoren

ergibt sich der Eindruck, dal hohe Medikamentenspiegel der Proteaseinhibitoren mit
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eher ,normalen’ Lipoproteinlipase Enzymaktivitdten und iiberdurchschnittlich niedrigen
hepatischen Lipaseaktivititen. korrespondieren. Ein inhibitorischer Effekt der Protease-
inhibitorentherapie wire nach diesen Daten beziiglich der hepatischen Lipase aber nicht

der Lipoproteinlipase vorstellbar.

B
In einem zweiten Schritt wird nun der mogliche Einflu3 der Spiegel der einzelnen
Proteaseinhibitoren auf die jeweiligen Aktivititen dieser beiden Enzyme des Fett-

stoffwechsels ausgewertet. Die Resultate sind unterschiedlich:

— Indinavir (n=7): Ein schwacher Trend konnte darauf hinweisen, dal3 ein hoherer

Medikamentenspiegel mit einer niedrigeren Lipoproteinlipase Aktivitit einhergeht
(KI=0,26). Eine Korrelation zwischen dem Medikamentenspiegel und der hepatischen
Lipaseaktivitit ist nicht erkennbar (KI=0,16).

— Sagquinavir (n=5): Eine Korrelation zwischen der Hohe der Saquinavirspiegel und

der Enzymaktivitit der Lipoproteinlipase ist nicht erkennbar (KI=0,05), beziiglich der
hepatische Lipase, scheint ein hoherer Medikamentenspiegel mit einer niedrigeren

Aktivitdt zu korrelieren (KI1=0,42).

— Ritonavir (n=10): Eine Korrelation zwischen der Hohe der Ritonavirspiegel und der

Enzymaktivitét der Lipoproteinlipase ist nicht erkennbar (KI1=0,06), beziiglich der
hepatischen Lipase, scheint ein hoherer Medikamentenspiegel mit einer niedrigeren
Aktivitat zu korrelieren (KI1=0,3).

— Nelfinavir (n=6): Hohe Medikamentenspiegel tendieren zu niedrigen Lipoprotein-

(KI=0,49) und hepatischen Lipaseaktivitdten (KI=0,8).

Zusammenfassend 148t sich feststellen, dafl Nelfinavir > Saquinavir > Ritonavir einen
jeweils medikamentenspiegelabhingigen hemmenden Einflu3 auf die hepatische
Lipaseaktivitit zu haben scheint, fiir Indinavir 148t sich beziiglich der Medikamenten-
konzentration und der hepatische Lipaseaktivitit keine Korrelation nachweisen.

Ein hemmender Einfluf} auf die Lipoproteinlipase Aktivitét 146t sich lediglich fiir
Nelfinavir belegen, diskret fiir Indinavir erahnen aber weder fiir Ritonavir noch fiir

Saquinavir nachweisen.
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4.3

Aufgrund der geringen Fallzahlen sind diese Ergebnisse jedoch mit Einschrinkungen
und aller Vorsicht zu verwenden, weitere Studien sind notwendig um diese vorldufigen

Ergebnisse zu validieren.

Intraindividuelle Verlaufsbeobachtung

Bei einer kleinen Untergruppe von fiinf Probanden erfolgte eine Verlaufsbeobachtung.
Die Cholesterine, Triglyceride und die Enzymaktivititen der Lipoprotein- und der
hepatischen Lipase wurden erst unter einer divergenten Therapie, dann nach dem
Absetzen unter den Bedingungen einer mindestens seit drei Monaten bestehenden
konvergenten Therapie erneut bestimmt. Bei dieser intraindividuellen Verlaufs-
beobachtung ist zu beobachten, daf3 die Fettwerte nach dem Absetzen der Protease-
inhibitoren im Verlauf niedriger gemessen wurden. Lediglich ein Proband (D) hat unter
der konvergenten Therapie hohere Cholesterinniichternwerte, als unter der vorherigen
divergenten Therapie. Die Niichterntriglyceridwerte fielen im Verlauf nach dem
Wechsel zu einem proteaseinhibitorenfreien Therapieregime allesamt geringer aus. Fiir
weitere statistische Berechnungen ist die Probandenzahl zu gering, doch 148t dieses
Ergebnis vermuten, da3 der Switch von einer divergenten zu einer konvergenten
antiretroviralen Therapie mit einer Abnahme der Hypercholesterindmie und der
Hypertriglyceriddmie verbunden zu sein scheint. In den Arbeiten von Martinez (1999)

und Barreiro (2000) wurde dieser Einfluf} bereits publiziert.

Ziel dieser Arbeit ist den mdglichen Einfluf3 der Lipoprotein- und hepatischen Lipase
bei dieser Lipidaberration zu untersuchen. Bei denselben fiinf Probanden wurden daher
in dieser Arbeit ebenfalls diese Enzymaktivititen untersucht. Die Lipoproteinlipase
Aktivitdt wurde im Verlauf bei drei Probanden (A,D,E) niedriger und bei den iibrigen
zweien (B,C) mit einer hoheren Aktivitdt im Vergleich zum Ausgangswert unter einer
divergenten Therapie gemessen, so dal3 anders als bei den Lipiden keine Tendenz nach-
weisbar scheint. Die hepatische Lipaseaktivitit wurde bei vieren (A,B,C,D) im Verlauf
mit einer hoheren Aktivitdt und lediglich bei einem (E) mit einer vergleichbaren Aktivi-
tdt gemessen, so dal3 es sich in diesem Fall spekulieren liel3e, das Weglassen der

Proteaseinhibitoren hétte eine Aktivitdtszunahme der hepatischen Lipase begiinstigt.
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In der intraindividuellen Verlaufsbeobachtung dieser 5 Probanden 148t sich zwar be-
statigen, dafl nach Herausnahme der Proteaseinhibitoren und Fortsetzung einer konver-
genten antiretroviralen Therapie ein Riickgang der Hyperlipiddmie zu verzeichnen ist,
einen entsprechenden direkten Einfluf} auf die Enzymaktivitaten der Lipoprotein- und
hepatischen Lipase konnte aber in dieser Eindriicklichkeit nicht gefunden werden.
Tendenziell ist ein hemmender Einflu3 auf die hepatische Lipaseaktivitit unter einem
proteaseinhibitorenhaltigen Regime erahnbar, beziiglich der Lipoproteinlipase Aktivitét

146t sich bei dieser intraindividuellen Verlaufsbeobachtung keine Aussage treffen.
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Zusammenfassung der Ergebnisse

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin zu liberpriifen, ob es fiir die Fettstoffwechsel-
storungen, die bei mit HIV infizierten Patienten auftreten, einen Anhalt fiir eine
sekundére Interaktion zwischen den Proteaseinhibitoren und der Lipoprotein- und der

hepatischen Lipase gibt.

Fiir einen direkten kurzfristigen Einflul der Proteaseinhibitoren auf die Enzym-
aktivitdten der Lipoprotein- und hepatischen Lipase konnten in dieser Arbeit nicht
geniigend Hinweise gefunden werden, allerdings sind neben den bekannten hyper-
lipimischen Abweichungen unter insbesondere proteaseinhibitorenhaltigen Regimen
auch Interaktionen auf diese beiden Enzyme nachgewiesen worden. Diese Ergebnisse
bestétigen, dal} es sich bei den metabolischen Verdnderungen, die im Laufe einer HIV-
Infektion auftreten, um ein multifaktorielles Geschehen zu handeln scheint, bei dem die
Einnahme von Proteaseinhibitoren, die Dauer der HIV-Infektion und der je eingenom-
menen antiretroviralen Medikamente aber auch genetische Aspekte wie die Apolipo-

protein E — Konstellation wichtige Einfliisse auf diese Fettstoffwechselstorungen haben.

Indizien fiir einen langfristigen Einflul} der antiretroviralen Therapie auf die Lipo-
protein- und hepatische Lipase Aktivitéit haben sich in dieser Auswertung einige
ergeben:

- je langer eine antiretrovirale Therapie eingenommen wurde, desto abgeschwéchter
wurde die Aktivitit der Lipoproteinlipase gemessen;

- fiir die hepatische Lipase scheint nach unseren Daten beziiglich der Dauer eine
Zunahme der Aktivitit zu beobachten zu sein, andererseits ist fiir die hepatische
Lipase auch eine Abnahme der Aktivitéit zu verzeichnen, wenn aktuell eine
proteaseinhibitorenhaltige Therapie eingenommen wurde;

- fiir die Lipoproteinlipase Aktivitdt scheint nach unseren Daten differenziert nach
unterschiedlichen Regimen das Indinavir und fiir die hepatische Lipaseaktivitdt das
Ritonavir den jeweils groBten supprimierenden EinfluB3 zu haben,;

- differenziert nach den Medikamentenspiegeln wiederum hat insbesondere das
Nelfinavir einen hemmenden Einflul auf sowohl die Lipoprotein- als auch auf die

hepatische Lipaseaktivitit;
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- intraindividuell lieB sich eine Tendenz einer Zunahme der hepatischen Lipaseaktivitét

feststellen, nachdem Proteaseinhibitoren abgesetzt wurden.

Diese Ergebnisse sind teilweise in sich widerspriichlich, was mit der kleinen
Probandenzahl und den zugleich vielen Variablen (gleichzeitige Einnahme von
mehreren unterschiedlichen Medikamenten, unterschiedliche Dauer sowohl der HIV-
Infektion als auch der Dauer und Art der medikamentdsen Vorbehandlung) zu erkléren

ist.

Als mogliche Folgestudie zu dieser Pilotstudie ergibt sich aus diesen Resultaten folgen-
des Design: Zur Untersuchung nach langfristigen direkten Interaktionen zwischen den
Spiegelkonzentrationen der jeweiligen Proteaseinhibitoren wire eine Untersuchung
sinnvoll, in der jeweils bisher therapienaive Probanden beziiglich des Fettstoffwechsels,
der Lipoprotein- und hepatischen Lipase Aktivitdten und der Spiegel der Proteaseinhibi-
toren in drei vergleichbaren Gruppen untersucht werden: 1.) unter einer neu angesetzten
divergenten Therapie bzw. 2.) konvergenten Therapie stehende Probandengruppe und
3.) weiterhin therapienaive Probanden. Die laborchemischen- und koérperlichen
Untersuchungen miifiten einerseits iiber 6 Monate in einem 4-wochigen Rhythmus
erfolgen, andererseits sollte bei jedem Probanden einmalig ein zirkadianer Verlauf, z.B.

dreistiindlich Uiber 12 Stunden untersucht werden.

82



Glossar

Antiretrovirale Therapie: Therapeutika, die die Replikation von Retroviren mittels

Hemmung der Reversen Transkriptase oder der Protease zu vermindern vermogen
Apo E 3/3: Apolipoprotein E vom Phinotyp 3/3 — welches dem Normaltyp entspricht
(siehe Kapitel 1.4.2)

Apo E ,non 3/3’: Apolipoprotein E welches von normalen Phénotyp 3/3 abweicht, das
sind Apo E 2/2 od. 4/4 od. 2/3 od. 2/4 od. 3/4 (siehe Kapitel 1.4.2)

CDA4positive Zellen: Untergruppe der T-Lymphozyten mit einem speziellen CD4-

Rezeptor; Einheit: Zellen/pl

Divergente Therapie: An zwei Enzymen (Protease und Reverse Transkriptase)

ansetzende antivirale Therapie (siche konvergente Therapie)
Dyslipiddmie: Krankhafte Fettwerterhohung im Blut
Gynidkomastie: VergroBerung der Brust

HALS: HIV assoziiertes Lipodystrophie Syndrom
HAART: High Active Antiretroviral Therapy

Klasse: siche Medikamentenklasse

Konvergente Therapie: An lediglich einem Enzym (Reverse Transkriptase) ansetzende

antivirale Therapie (— siehe divergente Therapie)

Lipoakkumulation: iiberproportionale Fettansammlung

Lipoatrophie: iiberproportionaler Fettverlust
Lipodystrophie/lipodystroph: Fettstoffwechselstorung.

Medikamentenklasse: Es sind drei Medikamentenklassen der antiretroviralen
Standardtherapie bekannt: NRTI, NNRTI, PI
Metabolisch: den Stoffwechsel betreffend

Morphologisch: die Kérperform betreffend

NNRTI: Nicht-Nukleosidale Reversetranskriptase Inhibitoren

NRTI: Nukleosidale Reversetranskriptase Inhibitoren

PI: Proteaseinhibitoren (PI)

PPARYy: Peroxisomaler Proliferator-aktivierter Rezeptor Gamma

Viruslast: Quantitative Bestimmung der Menge von HIV-Partikeln im Blut; Einheit:
Kopien/ml.
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