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1 Einleitung

1.1 Humanes Immundefizienz-Virus (HIV)
HIV ist der Erreger des erworbenen Immundefizienz-Syndroms beim Menschen

(englisch acquired immunodeficiency syndrome, Akronym AIDS). Es gehért zur
Familie der Retroviridae, zur Unterfamilie der Orthoretrovirinae und zur Gattung
Lentivirus. Die Retroviridae besitzen als namengebende Besonderheit die Reverse
Transkriptase (RT), ein Enzym, das in der Lage ist, einzelstrangige RNA in
doppelstrangige DNA zu Ubersetzen. Der Begriff Lentivirus leitet sich vom
lateinischen Adjektiv lentus ab, was unter anderem mit ,langsam®, aber auch mit
slanganhaltend” Ubersetzt wird (Stowasser 1998, 292; lentus). So zeichnen sich
Infektionen mit Lentiviren durch eine lange Inkubationszeit und einen chronischen
Verlauf mit langsamer Progredienz Gber Monate bis Jahre aus.

Es sind zwei Typen von HIV bekannt, HIV-1 und HIV-2; Unterschiede finden sich im
Molekulargewicht und in der Anordnung der Nukleotidsequenz der Gene. HIV-1 wird
in die Subgruppen M (fur englisch ,major“, Hauptgruppe), O (fur englisch ,outlier,
Sonderfall), N (fur englisch ,new variant, neue Variante) und P unterteilt. Die
Subgruppe M ist mit Uber 90% aller Falle weltweit am haufigsten zu finden und
gliedert sich nochmals in die neun Subtypen A bis D, F bis H, J und K, die sich in der
Aminosauresequenz des Virushullproteins env (envelope) unterscheiden. In Europa
und Nordamerika herrscht der Subtyp B vor, in Asien der Subtyp C; in Afrika finden
sich am haufigsten die Subtypen A, C und D.

Neben diesen Subtypen finden sich sogenannte circulating recombinant forms (CRF,
zirkulierende rekombinante Formen); diese sind keine eigenstandigen Subtypen,
sondern resultieren aus der gleichzeitigen Infektion einer Zelle durch unterschiedliche
Subtypen. Dabei kommt es zur Vermischung des genetischen Materials der
beteiligten Subtypen (,viral sex®), wodurch ein Hybrid-Virus entsteht (Burke 1997).
Nicht alle Hybrid-Viren sind lebensfahig. Nur die erfolgreichen Varianten, die sich
vermehren und verbreiten konnen, werden auch entdeckt und dann als CRF
bezeichnet.

HIV-2 findet sich hauptsachlich in Westafrika und wird in sieben Subtypen (A bis G)
unterteilt, von denen die Subtypen A und B am haufigsten sind. Weltweit betrachtet
ist HIV-2 selten.

HIV-1 wurde 1983 unabhangig voneinander entdeckt und in Zusammenhang mit
AIDS gebracht von Robert C. Gallo und von Luc Montagnier (Gallo 1983; Barre-
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Sinoussi 2004). HIV-2 wurde erstmals 1986 beschrieben von Francois Clavel (Clavel
1986).

Man geht heute davon aus, dass die Subgruppen M, N, O und P von HIV-1 sowie die
Subtypen A bis G von HIV-2 durch voneinander unabhangige Interspezies-
Ubertragungen des Simian Immunodeficiency Virus (SIV) von Primaten auf den
Menschen entstanden sind. Es kam vermutlich dadurch zur Ubertragung auf den
Menschen, dass in Afrika Primaten bis heute gejagt und deren Fleisch (,bush meat®)
verzehrt wird (Peeters 2008).

1.1.1 Infektion und Replikationszyklus
Das Glykoprotein 120 (gp120) aus der Hulle von HIV bindet beim Andocken an die

Wirtszelle an den CD4-Rezeptor. Dieser findet sich bei den Vorlaufern der T-
Lymphozyten in Knochenmark und Thymus und bei der CD4-Rezeptor-positiven
Subpopulation der T-Lymphozyten, auch T-Helferzellen genannt, welche etwa 60%
der gesamten T-Zell-Population ausmachen. Aulerdem werden CD4-Rezeptoren
gefunden bei Monozyten und Makrophagen, eosinophilen Granulozyten,
Mikrogliazellen des ZNS und dendritischen Zellen. Der CD4-Rezeptor interagiert
naturlicherweise mit HLA2-Molekdlen; er ist bei T-Lymphozyten Bestandteil des T-
Zell-Rezeptors (TCR). Durch Interaktion mit dem CD4-Rezeptor kommt es zu einer
Konformationsanderung von gp120, wodurch Bindungsstellen flr einen weiteren
Rezeptor exponiert werden, die sogenannte V3-Schleife. Zum Eindringen in die
Zielzelle bendtigt HIV neben dem CD4-Rezeptor zusatzlich den Chemokinrezeptor
CCR5 (mit der Domane Cystein-Cystein-Rest-5) bzw. CXCR4 (Cystein-X-Cystein-
Rest-4). Es gibt T-trope HIV-Isolate, die vorwiegend aktivierte T-Lymphozyten
infizieren; diese bendtigen den CXCR4-Rezeptor zum Eindringen in die Wirtszelle.
M-trope HIV-Isolate interagieren mit dem CCR5-Rezeptor und befallen neben T-
Lymphozyten auch Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen. Es sind in der
Regel M-trope HIV-Isolate, die bei einer Primarinfektion Ubertragen werden, da diese
zur Infektion eine geringere Konzentration an CD4-Rezeptoren auf der Zellmembran
der Wirtszelle bendtigen als T-trope Isolate, und weil ihre Zielzellen, dendritische
Zellen und Makrophagen, auch in den Schleimhauten zu finden sind. Die Bindung
sowohl des CD4- als auch des jeweiligen Corezeptors flhrt zu einer

Konformationsanderung des gp41, zur Insertion des hydrophoben NH2-terminalen



Endes in die Wirtszellmembran und damit zur Fusion der Membranen von Virus und
Zielzelle.

Nach der Membranfusion wird der Inhalt des Virus in das Zytoplasma der Wirtszelle
entleert (,uncoating®). Die Reverse Transkriptase Ubersetzt die einzelstrangige virale
RNA in doppelstrangige provirale DNA, welche noch nicht in das Wirtsgenom
integriert ist. Erst bei Aktivierung der Wirtszelle kann das Enzym Integrase das HIV-
Genom in das Erbgut des Wirtes integrieren, Voraussetzung fur die Produktion neuer
Virionen (Zack 1990). Die Reverse Transkriptase weist eine hohe Fehlerquote auf,
was eine hohe Mutationsrate bedeutet. Man spricht von Quasispezies, innerhalb
derer Selektion und damit Evolution stattfindet. Mit dieser Wandelbarkeit von HIV
erklart sich die Problematik rasch auftretender Resistenzen gegen antiretrovirale
Medikamente.

Der Bau eines neuen Virions (assembly) erfolgt schrittweise. Pol liefert die Enzyme
Reverse Transkriptase, Protease und Integrase. Die anderen beiden Gene gag und
env liefern zunachst Prakursorproteine, die durch die Protease in die eigentlichen
funktionellen Bestandteile zerschnitten werden. Aus den Produkten der Gene gag
und pol formiert sich zusammen mit der HIV-RNA der Viruskern, env liefert die
Hullproteine gp41 und gp120. Der Viruspartikel sprosst aus der Zellmembran aus
(budding), nimmt einen Teil der Membran mitsamt einigen zelleigenen Hullproteinen

als Virushulle mit und kann nun eine weitere Zelle infizieren.

1.1.2 Ubertragungswege
HIV wird durch Kontakt mit infektiosen Korperflissigkeiten Gbertragen, vor allem Blut,

Sperma und Vaginalsekrete. Dabei korreliert die Wahrscheinlichkeit einer
Ansteckung mit der Viruskonzentration in der jeweiligen Flussigkeit (Gray 2001). Da
kurz nach der Ansteckung noch keine adaptive Immunantwort gegen HIV ausgebildet
ist, kann das Virus weitgehend ungehindert replizieren und der Infizierte weist eine
hohe Viruslast auf. Aulierdem steigt die Viruslast im spateren Verlauf einer
unbehandelten HIV-Infektion wieder an, wenn das Immunsystem zunehmend
insuffizient wird und HIV nicht mehr an der Vermehrung zu hindern in der Lage ist.
Das fuhrt dazu, dass die Infektiositat in diesen Stadien der Infekion am grofdten ist
(Wawer 2005; Hollingsworth 2008). Intakte Haut bietet einen besseren Schutz gegen

Infektion als Schleimhaute; eine Erhéhung des Ubertragungsrisikos ergibt sich bei
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genitalen Entzindungen, Geschlechtskrankheiten sowie Lasionen und feinen
Verletzungen der Haut, wie sie z.B. beim Geschlechtsverkehr entstehen kénnen.

Am haufigsten wird HIV durch ungeschutzte Sexualkontakte Ubertragen. Der
gemeinsame  Gebrauch  von  Spritzutensilien, meist unter intravends
Drogenabhangigen, ist eine weitere wichtige Infektionsursache; akzidentelle
Nadelstichverletzungen oder Kontakt von virushaltigem Blut mit Schleimhauten oder
offenen Wunden im Gesundheitswesen fuhren nur sehr selten zur Infektion. In
Europa heute nahezu ausgeschlossen ist eine Ansteckung durch Bluttransfusion und
Blutprodukte, da dort seit Ende der 1980er Jahre alle Blutspenden auf Antikdrper
gegen HIV-1 und -2 getestet werden. Die Wahrscheinlichkeit einer Infektion ist hier
vermutlich kleiner als 1:1.000.000 (Lackritz 1995). HIV-infizierte Mitter kdnnen ihre
Kinder perinatal durch Kontakt mit dem mudutterlichen Blut und postnatal Gber die
Muttermilch infizieren. Uber die Placentaschranke kann das Virus in der Regel nicht
auf das Kind (ibergehen. Mit einer Ubertragungsrate von unter 1% ist die Infektion
des Kindes durch die Mutter heute dank antiretroviraler Prophylaxe, elektiver Sectio
und dem Verzicht auf das Stillen selten geworden. Vor Einsatz medizinischer
Intervention in Europa wurden etwa 15% der Kinder durch ihre Mdutter infiziert
(Connor 1994). Nicht Ubertragen wird HIV durch Speichel, Tranen, Schweil® und

Insektenstiche.

1.2 HIV & AIDS

1.2.1 Historie
1981 wurde das ungewodhnlich gehaufte Auftreten seltener und toédlich verlaufender

Erkrankungen gemeldet, die sonst nur bei ausgepragter Immunsuppression
vorkommen; dazu zahlten Pneumocystis-Pneumonien, Kaposi-Sarkome und
mucosale Candidiasis, sowie weitere schwere virale Infektionen. Die Erkrankungen
betrafen hauptsachlich homosexuelle Manner, die zuvor gesund gewesen waren. Als
Ursache wurde eine erworbene Immunschwache beschrieben (Gottlieb 1981; Masur
1981; Siegal 1981; Gerstoft 1982). 1983 wurde das verantwortliche Virus HIV-1 von
Robert Gallo und Luc Montagnier entdeckt, und die erworbene Immunschwache
erhielt den Namen AIDS (acquired immunodeficiency syndrome). Es zeigte sich,
dass das Auftreten von AIDS nicht allein auf homosexuelle Manner beschrankt war,
sondern dass auch intraven6s Drogenabhangige, Empfanger von Blut und
Blutprodukten und Kinder AIDS-kranker Mutter betroffen waren. Die zunachst in der
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Bevolkerung verbreitete Annahme, AIDS betreffe nur Randgruppen, erwies sich als
falsch; auch Heterosexuelle erkrankten. Mit der Verfugbarkeit eines HIV-Antikdrper-
Nachweises im Blut ab 1985 wurden Menschen entdeckt, die HIV-Antikérper im Blut
hatten, aber nicht erkrankt waren. Man erkannte, dass zwischen Infektion und AIDS-
Erkrankung Monate bis Jahre vergehen kénnen. Die rasche Zunahme der AIDS-Falle
in den 1980er Jahren, die eine gewaltige Epidemie beflrchten liel3, verlangsamte
sich und blieb seit Anfang der 1990er Jahre stabil bei etwa 2000 bis 3000 neuen

Fallen pro Jahr in Deutschland.

1.2.2 Epidemiologie
Im Jahr 2008 waren weltweit schatzungsweise 33,4 Mio. Menschen HIV-infiziert,

darunter 31,3 Mio. Erwachsene und 2,1 Mio. Kinder im Alter unter 15 Jahren. Frauen
stellen etwa 50% der Menschen mit HIV-Infektion. Es traten 2,7 Mio. Neuinfektionen
auf, und 2 Mio. Menschen starben an AIDS. Der prozentuale Anteil HIV-Infizierter an
der Weltbevolkerung ist seit 2000 gesunken. Nach wie vor am schwersten betroffen
ist Afrika sudlich der Sahara, wo 67% aller HIV-Infizierten leben und 72% der AIDS-
Toten zu beklagen sind. Dort ist die Allgemeinbevolkerung betroffen, wahrend in
allen anderen Teilen der Erde hauptsachlich intravenés Drogenabhangige, Manner,
die Sex mit Mannern haben (MSM), und Prostituierte infiziert sind. Wahrend die Zahl
der Neuinfektionen wie auch in Teilen Asiens und Lateinamerikas sinken, beobachtet
man einen Anstieg in Russland, Indonesien und einigen Industrienationen, darunter
auch in Deutschland (UNAIDS 2009). So gab es hier im Jahr 2009 mit etwa 3000
Neudiagnosen eine Verdopplung gegentber 2001, als die bislang niedrigste Zahl von
1443 ermittelt worden war (RKI 2009).

Fir das Jahr 2009 ergaben sich flir die geschatzten Neuinfektionen folgende
Prozentwerte. Mit 72% den grolten Anteil machten MSM aus. Ungeschutzter Sex,
steigende Zahlen anderer sexuell Ubertragener Krankheiten wie Lues und ein Trend
zu spaterem ART-Beginn werden fur diesen Anstieg verantwortlich gemacht
(Hamouda 2007). An zweiter Stelle standen heterosexuelle Kontakte mit 20% der
Neuinfektionen, gefolgt von intravends Drogenabhangigen mit 8%. Weniger als 1%
der Neuinfektionen betrafen Neugeborene, die peripartal durch ihre Mutter infiziert
wurden.

Wegen der breiten Verfugbarkeit antiretroviraler Medikamente in den

Industrielandern hat die geschatzte Zahl der AIDS-Falle abgenommen und wird in
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Deutschland mit 1.100 Neuerkrankungen in 2009 beziffert. Ende 2009 lebten etwa
67.000 Menschen in Deutschland mit einer HIV-Infektion und 11.300 mit AIDS. Seit
Beginn der Epidemie in Deutschland im Jahr 1982 haben sich etwa 86.500
Menschen mit HIV infiziert; 36.500 sind an AIDS erkrankt und 28.000 an AIDS
verstorben (RKI 2009).

1.2.3 Pathogenese
Die Infektion mit HIV fUhrt zu einer erheblichen funktionellen Stérung des

Immunsystems. Die ersten Zellen, die im Rahmen der akuten Infektion durch HIV
infiziert werden, sind die in den Schleimhauten liegenden Langerhans-Zellen
(Simonitsch 2000). Die Langerhans-Zellen wandern nach Kontakt mit Antigenen zu
den regionalen Lymphknoten und fihren dort durch Interaktion mit anderen Zellen
des Immunsystems zu einer Infektion der T-Helferzellen und anderer CD4-positiver
Zellen. Von den Lymphknoten aus kann sich HIV Uber Lymphbahnen und den
Blutkreislauf im ganzen Korper verbreiten.

Eine HIV-Infektion fuhrt zu einem fortschreitenden Verlust von T-Helfer-Zellen, der
mit einer Schadigung und Fibrose des lymphatischen Gewebes assoziiert ist
(Schacker 2002). Die Abnahme der T-Helfer-Zellen ist die bedeutsamste Ursache fur
die Stérung der Immunfunktionen und die Pathogenese von AIDS. HIV kann sowohl
ruhende als auch aktivierte T-Helfer-Zellen infizieren. Uber verschiedene
Mechanismen kommt es zum Untergang der befallenen Zellen. Wenn ruhende T-
Helferzellen HIV binden, kommt es zur vermehrten Expression von CD62L (L-
Selectin) und Fas. CD62L ist ein Homing-Rezeptor und veranlasst die T-Helfer-
Zellen, aus dem peripheren Blut in die Lymphknoten zurtickzukehren. Fas ist ein
Rezeptor, der bei Bindung des Fas-Liganden zur Apoptose fuhrt. Viele der in die
Lymphknoten gewanderten T-Helferzellen sterben denn auch dort ab (Ji 2007).
Werden infizierte T-Helferzellen aktiviert, fihrt erst dies zur vollstandigen Integration
des HIV-Genoms in das Wirtsgenom und damit zur massenhaften Replikation von
HIV. Man spricht von einer produktiven im Gegensatz zu einer latenten Infektion, die
keine oder nur wenige neue HIV-Virionen hervorbringt. Aktivierte T-Helferzellen
konnen im Wesentlichen auf zweierlei Arten zugrunde gehen: Zum einen durch den
zytopathischen Effekt von HIV selbst, zum anderen durch die Expression HIV-
eigener viraler Peptide an der Zelloberflache im Verbund mit HLA-I-Rezeptoren.

Diese Komplexe werden durch CD8-positive T-Zellen erkannt, die daraufhin die
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Apoptose der infizierten Zelle einleiten. Die Depletion der T-Helferzellen fuhrt zu

einer gestorten Funktionalitat des gesamten Immunsystems und schlief3lich zu AIDS.

1.2.4 Klinik
Ohne Behandlung verlauft eine HIV-Infektion folgendermallen: Nach einer

Inkubationszeit von Tagen bis wenigen Wochen kommt es in 40 — 90% der Falle zum
akuten HIV-Syndrom, das sieben bis zehn Tage, selten langer als zwei Wochen
anhalt. Leitsymptome sind Fieber, Abgeschlagenheit, orale Ulzerationen, Pharyngitis
und Gewichtsverlust (Hecht 2002). Bei vielen Patienten tritt ein makuléses HIV-
Exanthem auf. Ebenfalls haufig finden sich Myalgien, Arthralgien und Nachtschweil}.
Die Symptomatik der akuten HIV-Infektion ist sehr variabel, unspezifisch und kann
ganzlich fehlen.

Daran schlief3t sich eine asymptomatische Phase an, die Monate bis Jahre dauert.
Bei fast allen Patienten kommt es nach einem unterschiedlich langen Zeitraum auf
Grund der zunehmenden T-Zell-Depletion zu Erkrankungen, die mit dem sich
verschlechternden Immunstatus assoziiert sind. Darunter fallen vor allem
opportunistische Erkrankungen, die nur bei ausgepragtem Immundefekt auftreten.
Einige dieser Erkrankungen definieren AIDS, so beispielsweise die Pneumocystis-
Pneumonie, das Kaposi-Sarkom, dsophageale Candidose und Toxoplasmose. Alle
anderen Krankheiten, die nicht AIDS definieren, zahlt man zum sogenannten AIDS
related complex (ARC). Unbehandelt sterben 90% der HIV-Infizierten an AIDS.
Zwischen dem Auftreten der ersten AIDS-definierenden Erkrankung und dem Tod

liegen bei unbehandelten Patienten in der Regel zwei bis vier Jahre.

1.3 Antiretrovirale Therapie (ART)

1.3.1 Historie
Es gelang rasch nach der Entdeckung von HIV, erste kausal wirksame Medikamente

zu entwickeln, die HIV in seiner Replikation behindern. 1987 kam Zidovudin (AZT),
ein nukleosidischer Reverse Transkriptase-Inhibitor (NRTI), auf den Markt, gefolgt
von weiteren Nukleosidanaloga in den Jahren 1991 bis 1994. Doch die Wirksamkeit
der neuen Substanzen war wegen der schnellen Resistenzentwicklung von HIV unter
einer Monotherapie nur von kurzer Dauer. Die Concorde-Studie aus dem Jahre 1994

zeigte, dass es keinen Unterschied bezuglich der Progression zu AIDS und bezuglich
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der Mortalitat machte, ob man Patienten frihzeitig oder erst spater mit Zidovudin
behandelte (Concorde Concorde 1994). Wesentliche Fortschritte gab es in dieser
Zeit lediglich in der Behandlung opportunistischer Erkrankungen. Das Jahr 1996 war
ein  Wendepunkt in der HIV-Medizin. Die Ergebnisse zweier Studien, der
amerikanischen ACTG175- (Hammer 1996) und der europaisch-australischen
DELTA-Studie (Delta 1996), zeigten, dass die Kombination zweier NRTI signifikant
wirksamer war als die bisher durchgefuhrten Monotherapien, und dass die
Progression zu AIDS verzégert und die Mortalitdt gesenkt wurde. Zudem wurden
Anfang 1996 drei Substanzen einer neuen Wirkstoffklasse, der Protease-Inhibitoren
(PI), zugelassen, mit der Substanz Nevirapin im Sommer 1996 gefolgt von einer
weiteren Wirkstoffklasse, den nicht nukleosidischen Reverse Transkriptase-
Inhibitoren (NNRTI). Mit der breiten Einfuhrung der sogenannten hochaktiven
antiretroviralen Therapie (HAART), einer Kombination von in der Regel zwei NRTIs
und einem PI, wurde die Inzidenz von AIDS in Europa zwischen 1994 und 1998 von
30,7 auf 2,5 / 100 Patientenjahre gesenkt (Mocroft 2000). Die Mortalitdt sank
zwischen 1995 bis 1997 von 29,4 auf 8,8 / 100 Patientenjahre (Palella 1998). Es
zeigte sich, dass auch NNRTI in Kombination mit zwei NRTIs bei therapienaiven
Patienten den Pl vergleichbare, teils sogar bessere Ergebnisse erzielten, was
Viruslastreduktion und CD4-Zellzahl-Anstieg angeht (Torre 2001; Robbins 2003;
MacArthur 2006). Gegenuber einer Kombination aus drei NRTIs ist eine Kombination
aus NNRTI und zwei bzw. drei NRTIs signifikant Gberlegen (Gulick 2004). In den
Folgejahren kamen immer wieder neue Substanzen auf den Markt, zusatzlich
konnten die Zahl der Tabletten verringert und die Einnahmemodalitaten vereinfacht
werden. Mit Atripla® wurde 2007 das erste Once-daily-Praparat in Europa
zugelassen, welches eine Wirkstoffkombination aus drei Substanzen in einer Tablette
enthalt; so muss nur eine Tablette pro Tag eingenommen werden. Es scheint
mittlerweile moglich, die HIV-Infektion lebenslang zu kontrollieren. Eine Eradikation,
also vollstandige Elimination von HIV aus dem Korper, ist bis auf weiteres aber nicht
in Aussicht (Siliciano 2003). Probleme bereiten Nebenwirkungen wie Lipodystrophie
und mitochondriale Toxizitat (Brinkman 1999), Diabetes mellitus und viele andere.
Vor dem Hintergrund einer lebenslangen Therapie stellen die Nebenwirkungen eine
grolle Belastung fur die Patienten dar, einige Langzeitnebenwirkungen sind

madglicherweise noch gar nicht bekannt.
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In den letzten Jahren sind noch zwei weitere Substanzklassen hinzugekommen: die
Entry-Inhibitoren, darunter Corezeptorantagonisten und Fusionsinhibitoren, sowie die
Integrase-Inhibitoren. Somit sind derzeit funf verschiedene Wirkstoffklassen mit

vielen Substanzen zur Therapie der HIV-Infektion verfligbar.

1.3.2 Nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NRTI)
NRTI sind geringfigig an der Ribose modifizierte Nukleoside, die als ,falsche”

Substrate der Reversen Transkriptase von dieser in Konkurrenz mit den
physiologischen Nukleosiden in den bei der reversen Transkription entstehenden
DNA-Strang eingebaut werden. Das fuhrt zu Instabilitdten im Aufbau des DNA-
Doppelstrangs, zum Kettenabbruch und so zum Stopp der DNA-Synthese.

Die wichtigsten Nebenwirkungen dieser Klasse sind zu Beginn der Behandlung
gastrointestinale Beschwerden, Kopfschmerz und Mudigkeit. Relevanter sind die
Langzeitnebenwirkungen: Es kann zu Pankreatitiden,  Polyneuropathie,
Myelotoxizitat, Lactatazidosen, Lipodystrophie und anderen metabolischen
Stérungen kommen (Mallal 2000; Galli 2002).

1.3.3 Protease-Inhibitoren (PI)
Pl blockieren das aktive Zentrum der HIV-eigenen Protease und verhindern so die

Aufspaltung der groRen HIV-Prakursorproteine in ihre funktionellen Bestandteile.
Dadurch entstehen nicht infektiose Viruspartikel.

Bedeutende Nebenwirkungen sind gastrointestinaler Art, und im Verlauf kann es zur
Lipodystrophie kommen. Haufig sind metabolische Stérungen wie Diabetes mellitus
sowie Hyper- und Dyslipidamien (Carr 1998). Pl kénnen eine Verlangerung der QT-
Zeit bewirken, was die Gefahr von Torsades des Pointes erhéht (Anson 2005). Es ist
umstritten, ob auch sexuelle Dysfunktionen auf die Wirkung der Pl zurickzuflhren
sind (Collazos 2007).

1.3.4 Entry-Inhibitoren
Bei den Entry-Inhibitoren sind von den zugelassenen Substanzen zwei Klassen zu

unterscheiden.
Corezeptorantagonisten blockieren den CCR5-Rezeptor und verhindern so, dass HI-

Viren, die einen Tropismus fir CCRS5 besitzen, sogenannte R5-trope Viren, an ihre
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Zielzellen andocken koénnen. Dabei fuhren Corezeptorantagonisten durch ihre
Bindung in einer transmembranen Tasche zu einer Konformationsanderung des
CCR5-Rezeptors, welche eine Bindung des viralen gp120 unmdglich macht. Das
Nebenwirkungsprofil ist tolerabel (Fadel 2007), am haufigsten wurde in klinischen
Studien berichtet Uber Infektionen der Atemwege, gastrointestinale Beschwerden,
Myalgien, Mudigkeit und Schlaflosigkeit (Lieberman-Blum 2008).

Fusionsinhibitoren binden an die wahrend der Fusion von Virus und Zelle
durchlaufene Intermediarstruktur des gp41. Damit wird die Fusion verhindert. Wegen
der GroRe des Peptides von 36 Aminosauren muss Enfuvirtide zweimal taglich
subcutan injiziert werden. Gravierende Nebenwirkung und haufig Grund flr den
Abbruch der Behandlung sind teils sehr schmerzhafte lokale Reaktionen an der
Einstichstelle (Reynes 2007). Zusatzlich wurde von gehauft auftretenden bakteriellen
Pneumonien und Lymphadenopathien berichtet, die auf eine Bindung des

Fusionsinhibitors Enfuvirtide an Granulozyten zurtickgeflihrt werden (Trottier 2005).

1.3.5 Integrase-Inhibitoren
Von vier Schritten, die zur Integration der viralen DNA in das Wirtsgenom nétig sind,

ist die Inhibition des Strangtransfers die bereits derzeit realisierte Mdglichkeit, die
Integrase zu hemmen. Beim Strangtransfer dockt die virale DNA katalysiert durch die
Integrase mit ihren Hydroxylenden an die Phosphodiesterbricken der Wirts-DNA an
und bindet irreversibel. Ein Strangtransfer-Inhibitor (STI) verhindert diesen Vorgang
(Lataillade 2006).

Wegen der kurzen Zeit seit Zulassung sind Daten Uber Langzeitnebenwirkungen
noch nicht vorhanden. Bemerkenswert ist, dass kurzfristig keine spezifischen

Nebenwirkungen zu berichten sind.

1.3.6 Nicht nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI)
NNRTI hemmen wie die NRTI die Reverse Transkriptase (RT), sind allerdings keine

falschen Substrate, sondern binden direkt und nicht-kompetitiv in der Nahe der
Substratbindungsstelle. Der entstehende Komplex bewirkt durch die Blockade einer
katalytisch  aktiven  Bindungsstelle der RT eine Verminderung der

Polymerisationsgeschwindigkeit. Dies hemmt die Replikation neuer Virionen deutlich.
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In Deutschland sind zurzeit Efavirenz (EFV) und Nevirapin (NVP) zugelassen. EFV
und NVP sind nach den Ergebnissen der Double Non-Nucleoside Study (2NN)
gleichwertig, was die virologische Wirkung angeht (van Leth 2004). NVP st
hepatotoxisch und fuhrt in 20% der Falle zu einem Exanthem. Da die vorliegende
Arbeit sich mit Efavirenz beschaftigt, wird diese Substanz im Folgenden ausfuhrlicher
beschrieben.

Efavirenz (EFV, Sustiva®) zeichnet sich typischerweise durch ZNS-Nebenwirkungen
aus. Darunter fallen leichtere Beschwerden wie Benommenheit, Schwindel,
Konzentrationsstérungen, Schiaflosigkeit und lebhafte Traume bis hin zu Alptraumen,
zusatzlich kommen Nervositat und Reizbarkeit vor. Die Schlafarchitektur ist gestort,
die Schlaflatenz erhdht und die Tiefschlafphasen verkirzt (Gallego 2004). Die
Symptome sind im ersten Monat nach Therapiestart am ausgepragtesten und
nehmen meistens im Verlauf ab; allerdings persistieren sie in etwa 10% der Falle
auch 6 Monate nach Therapiebeginn noch (Fumaz 2002), sind aber laut Fumaz
meist mild und werden vom Patienten toleriert (Fumaz 2005). Lochet hingegen zeigt
in einer dreimonatigen Studie auf, dass etwa 13% der Patienten wahrend des
Studienzeitraums Suizidgedanken hatten gegenuber ca. 6% vor Initierung der
Therapie, und dass in 23% der Falle auch 3 Monate nach Beginn der Behandlung
noch moderate bis schwere neuropsychiatrische Beschwerden bestanden (Lochet
2003). Als gravierendere ZNS-Stérungen wurden Psychosen (de la Garza 2001),
Katatonie (Sabato 2002), Stupor, Depressionen, Halluzinationen und Amnesien
beschrieben (Boly 2006). Marzolini und Gutiérrez zeigten, dass die Intensitat der
ZNS-Nebenwirkungen mit der Hohe des EFV-Plasmaspiegels korreliert (Marzolini
2001; Gutierrez 2005), wenn auch andere Autoren diesen Zusammenhang nicht
fanden (Fumaz 2005). Die Hohe des EFV-Plasmaspiegels hangt unter anderem auch
von genetischen Faktoren ab (Haas 2004). Unter EFV kommt es in etwa 6% der
Falle zu einem Exanthem (Perez-Molina 2002). Das Auftreten einer durchaus
schmerzhaften Gynakomastie ist charakteristisch fur EFV (Rahim 2004). Das
Lipidprofil wird durch EFV unglnstig beeinflusst, der LDL-Serumspiegel ist
gegenuber einer Behandlung mit NVP erhdéht (Parienti 2007). Bei Umstellung von
EFV auf NVP sinken Triglyceride, Gesamt- und LDL-Cholesterin im Serum, wahrend
das HDL-Cholesterin ansteigt (Ward 2006). EFV wirkt teratogen und sollte daher in

der Schwangerschaft durch NVP ersetzt werden.
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1.3.6.1. Pharmakokinetik von EFV
EFV wird einmal taglich in einer Dosis von 600 mg verabreicht. Die orale Einnahme

erfolgt zur Nacht, damit der Patient die ZNS-Nebenwirkungen mdglichst verschlaft.
Die maximalen Plasmaspiegel von EFV steigen bei Einnahme mit fettreicher
Nahrung um 79% gegenuber dem Nuchternzustand an. Daher sollte EFV am besten
ndchtern eingenommen werden. EFV ist zu Uber 99% an Plasmaproteine,
vorwiegend Albumin, gebunden. Im Steady-State, der nach 6 bis 7 Tagen erreicht
wird, betragt die minimale Plasmakonzentration im Mittel 5,6 = 3,2uM. Im Liquor
cerebrospinalis betragt die durchschnittiche EFV-Konzentration 0,69% der
Plasmakonzentration. Dies entspricht dem dreifachen der nicht an Plasmaproteine
gebundenen, freien Fraktion von EFV im Plasma.

EFV wird in der Leber groftenteils durch die Enzyme CYP2B6 und CYP3A4
metabolisiert. Die hydroxylierten Metaboliten 8-Hydroxy-EFV und 8,14-Dihydroxy-
EFV sind biologisch inaktiv und werden glucuronidiert. EFV wird Uberwiegend biliar
sezerniert und unterliegt dem enterohepatischen Kreislauf. 14 — 34% der Substanz
wird mit dem Urin ausgeschieden, davon weniger als 1% unverandert. EFV hemmt
CYP2C9, CYP2C19 und CYP3A4; es induziert CYP3A4 und fuhrt so zu einem
beschleunigten Abbau seiner selbst. Die Plasmahalbwertzeit sinkt von 52-76h nach
Einmalgabe auf 40-55h nach Mehrfachgabe. Als Induktor von CYP3A4 fihrt EFV
auch zum beschleunigten Abbau verschiedener Substanzen wie Protease-Inhibitoren
und Clarithromycin. EFV wird beschleunigt abgebaut bei zusatzlicher Gabe von

Hypericum-Praparaten und Rifampicin (Squibb 2008).

1.3.6.2. Pharmakogenetik von EFV
EFV wird hauptsachlich durch das Cytochrom P450-Isoenzym 2B6 (CYP2B6)

metabolisiert (Ward 2003). CYP2B6 weist in vitro eine hohe Variabilitat bezuglich
Expression und Aktivitat auf (Code 1997; Ekins 1998; Chang 2003), die
wahrscheinlich auf induzierende und inhibierende Substanzen einerseits und
andererseits auf eine hohe genetische Variabilitat von CYP2B6, auf sogenannte
genetische Polymorphismen, zurickzufuhren ist (Ariyoshi 2001; Lang 2001). Als
Polymorphismus wird eine genetische Variation bezeichnet, die eine Frequenz von
mindestens 1% in der Population aufweist; unterhalb von 1% spricht man von
Mutation. In der Basensequenz der genetischen Grundlage von CYP2B6 kommen

SNPs (single nucleotide polymorphisms) vor; das sind Austausche einzelner
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Nucleotide, die zu einer veranderten Aminosauresequenz fuhren kénnen. Die so
entstehenden Allele von CYP2B6 werden nach dem Muster CYP2B6*X mit
Nummern versehen. Sie kénnen sich auch aus einer Kombination verschiedener
SNPs zusammensetzen. Die zwei Allele von CYP2B6 bilden in Kombination jeweils
den Genotyp. Bis zum Jahr 2009 sind 29 Allele klassifiziert worden (cypalleles.ki.se
2009). Unter anderem wurden die SNPs G516T und C1459T beschrieben; G516T
fuhrt zu einem Ersatz von Glutamin durch Histidin, C1459T zu einem Ersatz von
Arginin durch Cystein im entstehenden Protein. C1459T flhrt zu einer reduzierten
Proteinexpression und Aktivitat von CYP2B6. Fur G516T waren Proteinexpression
und Aktivitat von CYP2B6 zwar nicht signifikant erniedrigt (Lang 2001), es wurde
jedoch gezeigt, dass G516T zu erhdhten EFV-Plasmaspiegeln fuhrt (Rodriguez-
Novoa 2005). Rotger wies nach, dass ein homozygoter SNP 516TT mit einer
erhohten intrazellularen EFV-Konzentration sowie mit erhéhten EFV- und NVP-
Plasmaspiegeln assoziiert und ein Pradiktor fur Neurotoxizitat unter EFV-Therapie ist
(Rotger 2005). 516TT ist unter Afroamerikanern mit einer Frequenz von 20% weitaus
haufiger als unter Kaukasiern mit 3% (Haas 2004). Eine EFV-Dosisreduktion ist bei
Tragern von G516T sinnvoll und reduziert die Neurotoxizitat von EFV (Gatanaga
2007).

In afrikanischen Populationen findet sich zusatzlich der SNP T983C (Mehlotra 2007),
der zu einem Austausch von Isoleucin durch Threonin und damit zu einer
erniedrigten Proteinexpression und Aktivitat von CYP2B6 fuhrt. T983C ergibt ein
nicht funktionelles Produkt, wahrscheinlich ein Null-Allel (Klein 2005). In
kaukasischen Populationen ist dieser SNP nicht zu finden (Wang 2006). Wyen hat
gezeigt, dass die Plasmakonzentrationen von EFV und NVP signifikant erhdht sind
bei Vorliegen der SNPs G516T und T983C, nicht aber C1459T. Zusatzlich wurden
Patienten beschrieben, die wegen extrem hoher EFV-Plasmaspiegel und
Neurotoxizitat die Therapie mit EFV abgebrochen hatten. Beide Patienten wiesen
homozygot 983CC auf (Wyen 2008).

Eine wichtige Rolle fur die Metabolisierung von EFV kénnten auch die Rezeptoren
CAR (constitutive androstane receptor) und PXR (pregnane X receptor, auch steroid
X receptor, SXR, genannt) spielen. Dabei handelt es sich um Transkriptionsfaktoren,
welche durch Bindung ihrer Liganden aktiviert werden. Da zum Zeitpunkt ihrer
Entdeckung diese Liganden noch nicht bekannt waren, wurden sie als orphan, zu

deutsch verwaist, bezeichnet. Die Aktivierung fuhrt Uber eine Bindung an den
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jeweiligen Promotor zu einer Induktion von CYP2B bzw. CYP3A (Goodwin 2001;
Chang 2003). PXR und CAR besitzen beide eine doppelte Zinkfinger-DNA-
Bindungsdomane (DBD) und eine carboxyterminale Liganden-Bindungsdomane
(LBD) (Willson 2002).

PXR befindet sich im Zellkern und reguliert als Transkriptionsfaktor hauptsachlich die
Expression von CYP3A (Quattrochi 2001); zur Gen-Induktion bildet PXR mit dem
Retinoid X Receptor (RXR) ein Heterodimer, welches an den Promotor von CYP3A
bindet. CAR ist im Zytosol angesiedelt und wird bei Bindung eines Liganden in den
Zellkern transloziert, um dort wie PXR ein Heterodimer mit RXR zu bilden und den
Promotor zu aktivieren. CAR reguliert in erster Linie die Expression von CYP2B
(Willson 2002). Es wurde aber gezeigt, dass sowohl PXR als auch CAR in der Lage
sind, die Promotoren von CYP3A und CYP2B zu aktivieren (Xie 2000), und dass
PXR CYP2B6 auf direktem Weg zu regulieren in der Lage ist (Goodwin 2001). Somit
ist neben CAR auch PXR maoglicherweise von Relevanz fur die Metabolisierung von
EFV.

Auch hier wurden SNPs entdeckt, welche die Funktionalitat von PXR bzw. CAR und
damit indirekt auch die Aktivitat von CYP3A bzw. CYP2B beeinflussen konnten
(Ikeda 2003; lkeda 2005).

CAR C540T fahrt nicht zu einem Aminosauren-Austausch und wird daher als silente
Mutation betrachtet (lkeda 2003). Allerdings konnte Jinno zeigen, dass C540T
alternative Splice-Varianten ergibt, welche eine reduzierte Aktivierung der jeweiligen
Promotoren zum Beispiel von CYP3A und CYP2B sowie eine verminderte
Translokation von CAR aus dem Zytosol in den Zellkern zur Folge haben (Jinno
2004). Wie genau CAR C540T CYP2B6 beeinflusst, ist derzeit noch nicht bekannt.
PXR T44477C befindet sich in der 5 -untranslatierten (5-UTR) Promotor-Region von
PXR; er fuhrt zum Verlust einer Bindungsstelle fur die sogenannten signal transducer
and activator of transcription (STAT) 1, 3 und 6 sowie Helios-A, ein Mitglied der
Ikaros-Gen-Familie, und den nuclear factor of activated T cells (NFAT). Bei Frauen,
die 44477TT aufwiesen, war die Testosteron-63-Hydroxylase-Aktivitat als Mal fur die
CYP3A4-Aktivitat signifikant erhdht gegentber 44477CC (p=0,037), und die Menge
der CYP3A4-mRNA war tendenziell geringer. Hepatozyten mit 44477TT zeigten
basal mehr CYP3A4, wiesen aber eine geringere Rifampicin-vermittelte Induktion von
CYP3A4 auf (Lamba 2008). Dies spricht flr eine verminderte Funktionalitat von PXR
44477TT.
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PXR C63396T befindet sich im Intron 1b, an einer Bindungsstelle flr den hepatocyte
nuclear factor 33 (HNF3R), welcher zusammen mit HNF1 und HNF4 vermutlich die
Transkriptionsaktivitat des PXR-Promotors reguliert (Gibson 2006). Es ist denkbar,
dass bei einer verschlechterten Bindung dieser Faktoren an den PXR-Promotor die
Transkriptionsaktivitat desselben beeintrachtigt ist. Personen mit 63396TT wiesen
zwar eine erhdhte basale CYP3A4-Aktivitat gegentber 63396CT bzw. CC auf, und
die Menge der PXR-mRNA war bei C63396T auch tendenziell groRer als bei
63396CC. Allerdings war die Induzierbarkeit von CYP3A4 bei Vorliegen von 63396C
mit einem Faktor von 16,46 + 3,1 gegenuber 9,26 + 6,1 bei 63396TT signifikant
grofier (Lamba 2008).

PXR A7635G liegt im Intron 5. Bei Zhang war dieser SNP gegenuber dem Wildtyp-
Allel mit einer groReren Induzierbarkeit des intestinalen CYP3A durch Rifampicin
assoziiert (Zhang 2001).

1.4 Fragestellung der vorliegenden Arbeit
In der der vorliegenden Arbeit vorangehenden Pharmacogenetics-Studie von Wyen

wurde die Frequenz der SNPs G516T, T983C und T1459C vergleichend bestimmt in
146 afrikanischen und 225 kaukasischen Individuen, die seit mindestens drei
Monaten eine Therapie mit Efavirenz oder Nevirapin einnahmen. Aul3erdem wurden
die Plasmakonzentrationen von Efavirenz bzw. Nevirapin bestimmt. In einer
multivariaten Analyse wurden die Medikamenten-Plasmaspiegel in Abhangigkeit des
Nachweises der oben genannten SNPs verglichen. Dabei waren sowohl die
Efavirenz- als auch die Nevirapin-Plasmakonzentrationen signifikant erhdht bei
Vorliegen von G516T und T983C, aber nicht bei C1459T. Bei zwei afrikanischen
Patienten wurde erstmals die homozyogte Variante 983CC nachgewiesen; diese
Patienten hatten im Median einen etwa zehnfach héheren Efavirenz-Plasmaspiegel
von 23418 ng/ml gegeniber 2068 bzw. 2076 ng/ml bei 983TT bzw. 983CT.
Aulerdem brachen beide Patienten wegen zentralnervoser Toxizitat die Therapie mit
Efavirenz innerhalb einer Woche nach Abnahme der Blutproben ab (Wyen 2008).

In der vorliegenden Arbeit, die Teil der GenTox-Studie ist, sollte Gberpruft werden, ob
Nebenwirkungen, die zum Abbruch der Therapie mit Efavirenz fUhren, mit einer
erhohten Frequenz der SNPs G516T und T983C assoziiert sind, welche mit einer
signifikanten Erhéhung der Plasmakonzentration von Efavirenz einhergehen. Es

wurden Patienten aus dem Deutschen Kompetenznetz HIV/AIDS rekrutiert, die mit
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EFV behandelt worden waren. Dabei wurden Patienten, welche die Therapie mit
dieser Substanz wegen Nebenwirkungen abgebrochen hatten, Patienten unter einer
dauerhaften EFV-Therapie gegenubergestellt. Zusatzlich wurden die Patienten nach
ihrer  ethnische  Zugehorigkeit (kaukasisch  oder  schwarzafrikanisch /
afroamerikanisch) unterteilt. Es sollte analysiert werden, ob sich in diesen Gruppen
Unterschiede ergeben hinsichtlich der Haufigkeit von G516T und T983C. So sollte
Uberpruft werden, ob Nebenwirkungen unter EFV-Therapie mit SNPs im CYP2B6
erklart werden kénnen. Weiterhin sollte auch fur die SNPs C540T in CAR und die
SNPs T44477C, C63396T und A7635G in PXR untersucht werden, ob ein
Zusammenhang mit der Haufigkeit eines EFV-Therapieabbruchs wegen

Nebenwirkungen gegeben ist.
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2 Material & Methodik

2.1 Material

2.1.1 Substanzen

Folgende Substanzen bzw. Produkte wurden bei der Analyse verwendet:

Tabelle 2.1: Verwendete Substanzen

Produkt
ABsolute™ QPCR Mixes

AmpliTaq Gold-
DNA-Polymerase

(12x250 Einheiten mit
Puffer 1l und MgCly-
Lésung)

GeneAmp® dNTP Blend
(10mM)

Ethanol 100%

MJ White 96-Loch-Platte

QlAamp DNA Blood Mini
Kit (250)

Quant-iT™ Picogreen:
dsDNA Reagent and Kits
Roche Human Genomic
DNA

Sequence Detection
Primer (10.000 pmol)

TagMan: MGB Probe
(6.000 pmol)
Virkon

Wasser (RNAse-frei)

Firma

ABgene House
(Surrey, UK)

Applied Biosystems Inc.

(Foster City, California,
USA)

Applied Biosystems Inc.
(Foster City, California,
USA)

VWR Laboratory
Supplies (Poole, UK)

MJ Research Inc.
(Waltham,
Massachusetts, USA)
QIAGEN Ltd. (West
Sussex, UK)

Molecular Probes™
(Paisley, UK)

Roche Applied Science
(Burgess Hill, UK)
Applied Biosystems Inc.
(Foster City, California,
USA)

Applied Biosystems Inc.
(Foster City, California,
USA)

Sigma (Poole, UK)

Artikelnummer
AB-1133/b

N8080245

N8080260

51106

P7581

Cat. No. 11691112001

4304970

4316034

W4502
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2.1.2 Ausrustung
Folgende Gerate wurden zur Analyse verwendet:

Tabelle 2.2: Verwendete Gerate

Gerat Firma
Autoklav
Chromo 4 Bio-Rad Laboratories Inc. (Hercules,

California, USA)
DNA Engine Opticon: 2 (Continuous Bio-Rad Laboratories Inc. (Hercules,

Fluorescence Detection System) California, USA)

Elga Option 4 Water Purifier ELGA LabWater (Marlow, UK)
Eppendorf- Mastercyclere gradient Eppendorf UK Ltd. (Cambridge, UK)
GeneAmp: PCR System 9700 (Base Applied Biosystems Inc. (Foster City,
Module) California, USA)

Wasserbad

2.2 Methodik

2.2.1 Patientenkollektiv
Die Ethikkommission und das Steering-Komitee des Deutschen Kompetenznetzes

HIV/AIDS erteilte die Genehmigung zur Durchfuhrung der Studie. Die Blutproben von
541 Patienten wurden durch das Deutsche Kompetenznetz HIV/AIDS zur Verfigung

gestellt. Folgende Kriterien wurden bei der Auswahl der Patienten berlcksichtigt:

a) Einschlusskriterien

- Mindestalter 18 Jahre, mannliches oder weibliches Geschlecht,

- afrikanische oder kaukasische Herkunft,

- gesicherte HIV-Infektion,

- Patienten, die eine Therapie mit Efavirenz abgebrochen haben (Studiengruppe),
sowie Patienten, die unter Therapie mit Efavirenz keine Nebenwirkungen haben
(Kontrollgruppe),

- normales Kérpergewicht (Body Mass Index 19 — 27 kg/m?).

b) Ausschlusskriterien
- weder afrikanischer noch kaukasischer Abstammung,
- Einnahme von Medikamenten neben Efavirenz, welche die Aktivitat von CYP2B6

inhibieren oder induzieren (siehe Tabelle 2.3),
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- aktuelle oder zurtickliegende Erkrankungen, welche die Ziele oder die Durchflihrung

dieser Studie behindern,

- akute oder chronische Erkrankungen, welche Absorption und / oder Stoffwechsel

beeinflussen,

- Drogen- oder Alkoholabhangigkeit,

- zurUckliegender Alkoholkonsum von mehr als 50g pro Tag.

Tabelle 2.3: Substanzen, welche die Aktivitat von CYP2B6 beeinflussen
Induktion von CYP2B6 Inhibition von CYP2B6

Ticlopidin 17o-Ethinylestradiol
Orphenadrin Carbamazepin

Clopidogrel
Phenobarbital
Rifampicin
Thiotepa

Soweit vorhanden, wurden folgende Patientendaten erhoben:

Allgemeine Daten wie Alter, Geschlecht und ethnische Abstammung,
HIV-Erstdiagnose und Infektionsmodus,

CDA4-Zellzahl pro Mikroliter und Viruslast in Kopien pro Mililiter, auRerdem
CDC-Stadium sowie Alanin-Aminotransferase (ALT) und Aspartat-
Aminotransferase (AST) als Parameter der Leberfunktion; bei Patienten der
Studiengruppe zur Zeit des Therapieabbruchs, bei Patienten der
Kontrollgruppe die aktuellsten erhaltlichen Werte,

Startdatum der EFV-Therapie,

Weitere Bestandteile des antiretroviralen Therapieregimes und sonstige
Komedikation wahrend der Therapie mit EFV,

Grund und Datum des EFV-Therapieabbruchs bei Patienten der
Studiengruppe,

Interkurrente  Hepatitis, akut oder chronisch, zum Zeitpunkt des

Therapieabbruchs bei Patienten der Studiengruppe.
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2.2.2 Untersuchungsmaterial
Als Untersuchungsmaterial diente EDTA-Vollblut, welches vom Deutschen

Kompetenznetz HIV/AIDS zur Verfligung gestellt wurde.

Nach zentraler Sammlung der Proben in Bochum wurden sie auf Trockeneis an die
Liverpool HIV Pharmacology Group des Department Of Pharmacology And
Therapeutics der University Of Liverpool versandt. Dort wurden sie bis zur weiteren
Verarbeitung in einem isolierten Labor fur infektiose Blutproben bei -80°C gelagert.
Die Laborarbeiten zur vorliegenden Arbeit wurden in Kooperation mit der University

Of Liverpool durchgeflhrt.

2.2.3 Ermittlung der SNPs

2.2.3.1. DNA-Extraktion
Mit Hilfe des QlAamp DNA Blood Mini Kit wurde die gesamte genomische DNA

(gDNA) aus den einzelnen EDTA-Blutproben extrahiert. Dabei wurden jeweils 200 ul
Vollblut bendtigt. Statt EDTA-Blut kann auch Citrat- oder Heparin-Vollblut verwendet
werden.

Die Blutproben wurden aufgetaut und auf Raumtemperatur (15-25°C) erwarmt. Fur
die Lyse wurde ein Heizblock oder ein Wasserbad auf 56°C vorgeheizt. Die
bendtigten Reagentien wurden entsprechend der Anleitung des QlAamp DNA Blood
Mini Kit vorbereitet bzw. zur Verfugung gestellt: Qiagen-Protease, 96-100%iges
Ethanol, Lysepuffer (Buffer AL), Buffer AE, Buffer AW1 und Buffer AW2. Je Probe
bendtigt man zwei 1,5 ml-Eppendorfgefalle und vier 2 ml-Sammelgefalie.

Die DNA-Extraktion wird bei Raumtemperatur durchgefihrt und geht wie folgt
vonstatten: Zunachst werden 20 uwl der QIAGEN-Protease in ein 1,5 ml-
Eppendorfgefald pipettiert, gefolgt von 200 ul EDTA-Vollblut aus der Probe sowie 200
ul Lyse-Puffer (Buffer AL). Keinesfalls soll die QIAGEN-Protease direkt zum Lyse-
Puffer gegeben werden. Der Ansatz wird auf einem Vortex fir 15s durchmischt und
anschlieBend flir 10min bei 56°C in einem Heizblock oder einem Wasserbad
inkubiert. Die QIAGEN-Protease spaltet Peptidbindungen und flhrt so zur Lyse der
Blutzellen, eine zur Extraktion der DNA notwendige Voraussetzung. Da auch
Peptidbindungen vorhandener HI-Viren gespalten werden, ist nach der Lyse davon
auszugehen, dass die Flussigkeit nicht mehr infektids ist. Durch Kkurzes
Abzentrifugieren werden Tropfen an der Unterseite des Deckels eingesammelt, um
ein Verspritzen von Fliissigkeit beim Offnen des Deckels und eine Kontamination
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anderer Proben zu vermeiden. Es werden 200 ul Ethanol zum Ansatz hinzugeflgt,
fur 15s auf einem Vortex gemischt und dann kurz abzentrifugiert. Die Mischung wird
vorsichtig auf eine in ein 2 ml- Sammelgefal® (Collection Tube) gesetzte QlAamp-
Spinsaule pipettiert, ohne den oberen Rand mit Flissigkeit zu kontaminieren; das 1,5
ml-Eppendorfgefal} wird verworfen. Alle Spinsdulen missen wahrend der einzelnen
Zentrifugationsschritte verschlossen sein, um Aerosolbildung zu vermeiden. Die
QIAamp-Spinsaule wird eine Minute bei 6000 x g bzw. 8000 rpm (rounds per minute)
zentrifugiert und anschlie3end auf ein neues 2 ml-Sammelgefal} gesetzt. Das erste 2
ml-Sammelgefal} wird samt Filtrat verworfen. Nach vorsichtiger Zugabe von 500 ul
Waschpuffer 1 (Buffer AW1) wird erneut eine Minute mit 6000 x g bzw. 8000 rpm
zentrifugiert, die Spinsaule auf ein neues 2 ml-Sammelgefald gesetzt und das andere
verworfen. Es werden 500 uwl Waschpuffer 2 (Buffer AW2) auf die Spinsaule
pipettiert, die dann fur 3min bei maximaler Geschwindigkeit, mindestens 20.000 x g
bzw. 14.000 rpm, zentrifugiert wird. Um Buffer AW2 komplett aus der Spinsaule zu
entfernen, ist es ratsam, nach Wechseln des 2 ml-Sammelgefalies einen weiteren
Zentrifugationsschritt von einer Minute bei maximaler Drehzahl anzuschlie3en. Reste
von Buffer AW2 kénnen die Verwendung der gewonnenen DNA zum Beispiel bei
einer PCR (Polymerase-Kettenreaktion) beeintrachtigen. Die Spinsaule wird auf ein
neues 1,5 ml-Eppendorfgefald gesetzt; nach Zugabe von 50 ul Elutionspuffer (Buffer
AE) und dreiminutiger Inkubation bei Raumtemperatur wird eine Minute mit 6000 x g
bzw. 8000 rpm zentrifugiert (Handbuch fur QIAamp® DNA Mini Kits und QlAamp
DNA Blood Mini Kits, 10/2002).

Durch ein vergleichsweise geringes Elutionsvolumen und eine lange Inkubationszeit
sollte hier erreicht werden, dass bei variierender Vitalitat der Blutzellen mdglichst viel
gDNA gewonnen wird. Durch photometrische Messung der Nukleinsaure-
Konzentration im Eluat via Absorption bei 260 und 280 nm Wellenlange wird die
Reinheit der gewonnenen DNA bestimmt. Der Quotient aus den Absorptionsraten bei
260 und 280 nm, die A260/A280-Ratio, sollte zwischen 1,7 und 1,9 liegen. Die
gewonnene gDNA kann bei 4°C einen Monat aufbewahrt werden, fur eine langere

Aufbewahrung sollte sie bei -20°C gelagert werden.
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2.2.3.2. Quantifikation der gDNA
Zur Bestimmung der gDNA-Konzentration im Eluat wurde Quant-iT™ Picogreen®

dsDNA Reagent and Kits mit dem fluoreszierenden Cyanin-Farbstoff Picogreen
verwendet, der doppelstrangige DNA (dsDNA) bindet und in diesem Komplex ein
bestimmtes Muster von Absorption und Fluoreszenz aufweist. Dieses Muster wurde
mittels DNA Engine Opticon® 2 registriert.

25 ul Picogreen-Stammldosung wird mit 5 ml RNAse-freiem H,O im Verhaltnis 1:200
verdunnt. Da Picogreen durch Licht abgebaut wird, sollte eine hergestellte
Verdlinnungslésung dunkel gelagert und mdoglichst rasch verwendet werden. Sie
kann bei 4°C unter Lichtabschluss maximal eine Woche gelagert werden.

Es werden jeweils 2 ul Eluat und 50 ul der Picogreen-Verdlinnung pro Loch in eine
MJ White 96-Lochplatte pipettiert. Zusatzlich wird eine zweifache Standardkurve
angelegt. Dabei verdinnt man eine bekannte DNA-Konzentration von 200 ng/ul
schrittweise im Verhaltnis 1:2, so dass sich die Standardkurve aus den in Tabelle 2.4
gezeigten Konzentrationen zusammensetzt. Jede Verdunnungsstufe wird jeweils in

zwei Locher pipettiert.

Tabelle 2.4: DNA-Konzentrationen der Standardkurve

DNA-Konzentration
200 ng/ul

100 ng/ul

50 ng/ul

25 ng/ul

12,5 ng/ul

6,25 ng/ul

3,125 ng/ul

1,5625 ng/ul

Als Negativkontrolle wird reines Wasser ohne DNA eingesetzt, um die
Hintergrundfluoreszenz zu erfassen. Die MJ White 96-Lochplatte wird versiegelt, kurz
abzentrifugiert und bei 20°C fur 30s im RT-PCR Opticon Monitor 2.0 inkubiert, der
nach 30s die Fluoreszenz in den einzelnen Ldchern registriert. Der aus den zwei
Messungen je Verdinnung des DNA-Standards gebildete Durchschnitt wird in einem
Graphen eingetragen, dessen Abszisse die DNA-Konzentration und dessen Ordinate
die Intensitat der Fluoreszenz beschreibt. Die Punkte sollten idealerweise auf einer
Geraden liegen. Damit kann eine Gleichung der Form y = ax + b ermittelt werden,

welche die Regression der DNA-Konzentration (y) auf die gemessene Fluoreszenz
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(x) beschreibt. Der Wert von R? zeigt das AusmaR der Regression an; er sollte
mdglichst nahe 1 liegen, was einer perfekten Regression entsprache. Anhand der
Gleichung ist es madglich, die unbekannten DNA-Konzentrationen der einzelnen
Proben aus der registrierten Fluoreszenz zu berechnen. Grob abweichende Punkte
kénnen von der Berechnung der Standardkurve ausgenommen werden; es missen
allerdings sechs Werte Eingang finden.

Nach Ermittlung der DNA-Konzentrationen in den einzelnen Proben wurden diese fur

das weitere Vorgehen einheitlich auf 20 ng/ul verdinnt.

2.23.3. PCR
Fir die SNPs G516T und T983C wurden die in Frage kommenden Exons, Exon 4 fur

G516T sowie die Exons 7 & 8 fur T983C, zunachst mittels PCR (polymerase chain
reaction, Polymerase-Kettenreaktion) vervielfaltigt, um die Erkennung der SNPs zu
verbessern. Fur die SNPs CAR C540T (rs2307424), PXR T44477C (rs1523130),
PXR C63396T (rs2472677) und PXR A7635G (rs6785049) war dieser Schritt nicht
notwendig.

Bei der PCR kommt eine DNA-Polymerase zum Einsatz. Die PCR lauft in einem
Thermocycler in Zyklen ab, die aus jeweils drei Schritten bestehen.

Zunachst wird die doppelstrangig vorliegende DNA bei 94-96°C zum Schmelzen
gebracht. Die Wasserstoffbricken-Bindungen werden gebrochen, und der
Doppelstrang zerfallt in zwei Einzelstrange. Dieser Vorgang wird als Denaturierung
bezeichnet.

Die DNA-Polymerase vervielfaltigt nur DNA-Abschnitte, die durch Primer
gekennzeichnet sind. Primer sind Oligonukleotide einer Lange von etwa 10 bis 20
Nukleotiden, die spezifisch flr die zu vervielfaltigte Sequenz hergestellt werden. Die
Primer bendtigt die DNA-Polymerase als Startpunkt flur die Synthese eines
komplementaren DNA-Strangs. Im zweiten, etwa 30s dauernden Schritt eines PCR-
Zyklus, der Primerhybridisierung, binden die Primer bei Temperaturen zwischen 55
und 65°C komplementar an die gewiunschte Sequenz des DNA-Einzelstrangs. Ein
zweiter Primer ist so konstruiert, dass er den zweiten, zum ersten Strang
komplementaren DNA-Einzelstrang bindet.

Im dritten Schritt kopiert die DNA-Polymerase bei etwa 68 bis 72°C die gewunschte

DNA-Sequenz, indem sie vom jeweils gebundenen Primer ausgehend diesen
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komplementar zum gebundenen DNA-Einzelstrang verlangert. Dieser Schritt wird als

Elongation bezeichnet.

Am Ende eines PCR-Zyklus wurde die gewunschte DNA-Sequenz somit unter

idealen Bedingungen dupliziert. Indem man eine Anzahl dieser Zyklen hintereinander

ablaufen lasst, kann man spezifische DNA-Sequenzen exponentiell vervielfachen.

2.2.3.4. RT-qPCR
Zur Ermittlung der SNPs wurden die in Tabelle 2.5 aufgefiihrten Sonden und die in

Tabelle 2.6 dargestellten Primer verwendet.

Tabelle 2.5: Sonden zur Ermittlung der SNPs

SNP
CYP2B6
G516T
CYP2B6
T983C
CAR
C540T
PXR
T44477C
PXR
C63396T

PXR
A7635G

Tabelle 7:

SNP
CYP2B6
G516T

CYP2B6
T983C

CAR
C540T
PXR
T44477C

PXR
C63396T

PXR
A7635G

TagMan-Sonde

FAM: 5°- TTCCATTCCATTACCG -3’
VIC: 5- TTCCAGTCCATTACCG -3
FAM: 5-CTGTTCAATCTCCC-3’
VIC: 5-CTGTTCAGTCTCCC-3’

Sequenzen bei Applied Biosystems
Assay-ID: C__ 25746794 20

FAM: 5-ATATTGGAAAGGAAAAG-3’
VIC: 5'-ATATTGGAAAGAAAAAG-3’
FAM: 5°-CCATATTTTTTTTGATTAAA-3’
VIC: 5'-CCATATTTTTTCTGATTAAA-3’

Sequenzen bei Applied Biosystems
Assay-ID: C__29280426_10

Primer zur Ermittlung der SNPs

forward Primer
5-CTTGACCTGCTGCTTCTTCCTA-3

5
GCCTGAAATGCCTCTTTAAAATGAGATTC-3"

Sequenzen bei Applied Biosystems
Assay-ID: C__ 25746794 20
5-CAGGGAGGACCTAGAGTAAGTGAAA-3’

5-
GCACAAACATTTTCAATTTCAATGAAGTTCA-
3

Sequenzen bei Applied Biosystems

Assay-ID: C__29280426_10

reverse Primer

5’_
AGACGATGGAGCAGATGAT
GTTG-3

5’_
GCGATGTGGGCCAATCAC-
3

5°-
CTACTTCCACTGGTACTGA
AATCCA-3’

5°-
CATTCGGAAGACTTATTCTA
TTCCTGTCT-3"
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Die RT-gPCR lauft prinzipiell wie die oben beschriebene PCR ab. Es gibt allerdings
einen gewichtigen Unterschied. Neben den Primern, die fir die Amplifikation der
gewulnschten DNA-Abschnitte zustandig sind, werden Sonden eingesetzt. Dabei
handelt es sich zunachst wie bei Primern um ein Oligonukleotid, welches
komplementar zu einem DNA-Abschnitt ist, der erkannt werden soll. An die Sonde ist
aber zusatzlich ein Farbstoff gekoppelt, ein sogenanntes Donor-Fluorochrom, das bei
Anregung durch Licht einer bestimmten Wellenlange wiederum in einer anderen
Wellenlange fluoresziert, und ein Akzeptor-Fluorochrom, welches als Quencher
bezeichnet wird. Befinden sich Donor und Akzeptor in ausreichender Nahe, wie das
bei intakter Sonde der Fall ist, absorbiert der Quencher die Fluoreszenz des
Fluorophors. Dieser Vorgang wird als fluorescence resonance energy transfer
(FRET) bezeichnet. Bindet die Sonde nun an die gesuchte komplementare DNA-
Sequenz, wird sie bei der Elongation durch die DNA-Polymerase auf Grund der 5°-3"-
Exonuklease-Aktivitat hydrolytisch zerlegt. Dadurch wachst die Entfernung zwischen
Donor-Fluorochrom und Quencher, und bei Anregung kann die Fluoreszenz des
Donor-Fluorochroms gemessen werden, da sie nicht mehr durch den Quencher
absorbiert wird. Die Fluoreszenz wird durch das DNA Engine Opticon® registriert. Die
Registrierung der Fluoreszenz hat also zur Voraussetzung, dass die gesuchte DNA-
Sequenz vorhanden ist. Zur Erkennung eines SNP werden entsprechend zwei
verschiedene Sonden pro SNP mit jeweils unterschiedlichem Farbstoff eingesetzt; je
nachdem, ob das Wildtyp-Allel, die mutierte Variante oder aber beides vorliegt, kann
nur eine oder aber auch beide Sonden binden und das entsprechende
Fluoreszenzsignal wird registriert.

In der vorliegenden Arbeit wurden fir die beiden Sonden jeweils 6-FAM-

phosphoramidit (FAM) bzw. VIC als Farbstoffe verwendet.

2.2.4 statistische Auswertung
Die statistische Auswertung wurde in Kooperation mit der University of Liverpool

vorgenommen. Die Genotypen wurden auf das Vorliegen des Hardy-Weinberg-
Aquilibriums hin untersucht, indem ein X?-Test der beobachteten versus der von den
Allel-Haufigkeiten vorhergesagten Genotyp-Frequenzen durchgeflhrt wurde. Mittels
SPSS (Version 16) wurde eine univariate und eine multivariate Analyse der

erhobenen Variablen durchgefihrt; dabei wurde eine binare logistische Regression
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angewandt. Ergab die univariate Analyse eines Parameters einen Wert von p<0,15,

so wurde eine multivariate Analyse durchgeflhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv
Die Blutproben von 541 Patienten wurden durch das Deutsche Kompetenznetz

HIV/AIDS zur Verfugung gestellt.

Von den 541 Patienten waren 391 kaukasischer und 150 afrikanischer Herkunft; 390
Patienten waren mannlich und 151 weiblich. Das mediane Alter betrug 46 Jahre bei
einer Spannweite von 21 bis 82 Jahren. Die CD4-Zellzahl lag median bei 407/ul mit
einer Spannweite von 0 bis 3233/ul, die HIV-Viruslast betrug im Median <50
Kopien/ml mit einer Spannweite von <50 bis 1.000.000 Kopien/ml.

410 Patienten wurden seit mindestens drei Monaten mit einer EFV enthaltenden ART
behandelt (Kontrollgruppe), wahrend 131 Patienten eine ART, die EFV beinhaltete,
innerhalb von drei Monaten nach Beginn abgebrochen hatten (Studiengruppe). Da
die Grinde fur den Abbruch der Therapie sehr selten dokumentiert waren,
entschieden wir uns dafur, einen Abbruch innerhalb von drei Monaten auf das
Auftreten von Nebenwirkungen zurlckzufuhren, wahrend wir flir einen spateren
Therapieabbruch andere Grinde wie die Entwicklung von Resistenzen postulierten.
Alle nachfolgenden Prozentangaben sind auf ganze Zahlen gerundet. Die p-Werte
aus der univariaten und der multivariaten Analyse wurden ab einem Wert von 0,05
als signifikant angesehen; p-Werte <0,2 in der univariaten Analyse wurden zusatzlich

einer multivariaten Analyse unterzogen.

Tabelle 3.1: Charakteristika des Patientenkollektivs

Kontrollgruppe Studiengruppe insgesamt
Patientenzahl 410 131 541
mannliches 286 104 390
Geschlecht
kaukasische Herkunft 282 109 391
medianes Alter 45 (21-81) 47 (28-82) 46 (21-82)
(Spannweite)
CD4-Zellzahl /ul 449 (12-3233) 325 (0-1260) 407 (0-1260)

(Spannweite)
HIV-Viruslast /ml <50 (<50-800.000) 325 (<50-1.000.000) <50 (<50-1.000.000)
(Spannweite)
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Tabelle 3.2: Grunde fur den Abbruch der EFV-Therapie innerhalb von drei Monaten

Grund fur

Therapieabbruch n
Nebenwirkungen 68 (52%)
Patientenwunsch 4 (3%)
Therapieversagen 1(1%)
unbekannt 58 (44%)

3 =131 (100%)

3.2 Genotypfrequenzen
Unter 531 Patienten fanden sich 250 mit dem Genotyp CYP2B6 516GG (47%), 230

mit dem Genotyp 516GT (43%) sowie 51 mit 516TT (10%).

Von 531 Patienten wiesen 516 den Genotyp CYP2B6 983TT auf (97%), 13 den
Genotyp 983TC (2%) und 2 den Genotyp 983CC (<1%).

An 525 Patienten wurde CAR untersucht. Es ergab sich, dass 276 Patienten den
Genotyp CAR 540CC hatten (53%), 175 den Genotyp CAR 540CT (33%) und 44
(8%) den Genotyp CAR 540TT.

493 Patienten wurden auf den SNP PXR C63396T untersucht. 99 wiesen 63396CC
auf (20%), 240 (49%) 63396CT und 154 (31%) 63396TT.

Bei 373 Patienten wurde der SNP PXR T44477C ermittelt. 114 Patienten zeigten den
Genotyp PXR 44477TT (30%), 159 (43%) den Genotyp PXR 44477CT und 100
(27%) den Genotyp 44477CC.

Der SNP PXR A7635G wies folgende Frequenzen unter 372 untersuchten Patienten
auf: 98 trugen PXR 7635AA (26%), 153 (41%) den Genotyp PXR 7635AG sowie 121
(33%) PXR 7635GG.

3.3 Unterschiede zwischen Kontroll- und Studiengruppe

3.3.1 Ethnische Herkunft
In der Gruppe der Kaukasier fuhrten 282 Patienten (72%) die EFV-Therapie weiter,

wahrend 109 (28%) innerhalb von drei Monaten die EFV-Therapie abbrachen. Unter
den afrikanischstdmmigen Patienten waren dies entsprechend 127 (85%) bzw. 22
(15%) Patienten. Die univariate Analyse ergab einen statistisch signifikanten
Unterschied zwischen Kaukasiern und afrikanischstammigen Patienten (p=0,002),

der auch in der multivariaten Analyse erhalten blieb (p=0,001). Demnach brachen
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Afrikanischstammige bei einer Odds Ratio von 0,4 (0,3-0,7) seltener die Therapie mit

EFV vorzeitig ab als Kaukasier.
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Abbildung 3.1: Ethnische Abstammung

3.3.2 Geschlecht
286 mannliche Patienten (73%) fuhrten die EFV-Therapie langer als drei Monate

durch, 104 (27%) brachen sie innerhalb von drei Monaten ab. Demgegenuber
nahmen 123 weibliche Patienten (82%) EFV langer als drei Monate ein, wahrend 27
Frauen (18%) die EFV-Therapie innerhalb von drei Monaten beendeten. In der
univariaten Analyse ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen Mannern und
Frauen (p=0,04; Odds Ratio 0,6 [0,4-0,96]), wonach Frauen die EFV-Therapie
seltener innerhalb von drei Monaten abbrachen. Dieser Unterschied hielt aber der

multivariaten Analyse nicht stand (korrigiertes p=0,54).
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Abbildung 3.2: Geschlecht

3.3.3 Alter
Hinsichtlich des Alters ergaben sich zwischen Studien- und Kontrollgruppe keine

signifikanten Unterschiede. Die p-Werte betrugen jeweils 0,12 in der univariaten und

0,75 in der multivariaten Analyse.

3.3.4 Genotypen

3.3.41. CYP2B6 G516T
In der Kontrollgruppe fanden sich unter 400 Patienten 193 mit dem Genotyp 516GG

(48%), 175 (44%) mit dem Genotyp 516GT und 32 (8%) mit 516TT. Demgegenuber
wiesen in der Studiengruppe von 131 Patienten 57 den Genotyp 516GG (44%), 55
(42%) den Genotyp 515GT und 19 (15%) den Genotyp 516TT auf. Die Haufigkeit
des SNP 516G>T war in der Studiengruppe signifikant hdher als in der
Kontrollgruppe, sowohl in der univariaten als auch in der multivariaten Analyse
(p=0,03 bzw. 0,007). Die Wahrscheinlichkeit, den SNP 516G>T zu haben, war in der
Studiengruppe 2,4fach gréRer als in der Kontrollgruppe (multivariate Odds Ratio 2,4;
95%-Konfidenzintervall 1,3-4,6).
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Abbildung 3.3: CYP2B6 G516T

3.3.4.2. CYP2B6 T983C
In der Kontrollgruppe hatten von 400 Patienten 386 den Genotyp 983TT (97%), 12

(3%) den Genotyp 983TC und 2 (<1%) den Genotyp 983CC. In der Studiengruppe
fanden sich unter 131 Patienten 130 mit dem Genotyp 983TT (99%), 1 Patient mit
983TC (1%) und niemand mit 983CC. Weder in der univariaten noch in der
multivariaten Analyse ergab sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen

Kontroll- und Studiengruppe (p=0,14 bzw. 0,48).

3.3.4.3. CARC540T
In der Kontrollgruppe wiesen von 397 Patienten 202 den Genotyp CAR 540CC auf

(51%), 161 (41%) den Genotyp CAR 540CT und 34 (9%) CAR TT. In der
Studiengruppe befanden sich unter 128 Patienten 74 mit dem Genotyp CAR 540CC
(58%), 44 (34%) mit dem Genotp CAR 540CT und 10 (8%) mit dem Genotyp CAR
540TT. Wahrend die univariate Analyse keinen statistisch signifikanten Unterschied
zwischen Kontroll- und Studiengruppe ergab (p=0,17; Odds Ratio 0,8 [95%-
Konfidenzintervall 0,5-1,1]), erbrachte die multivariate Analyse mit p=0,005 und einer
Odds Ratio von 0,5 (95%-Konfidenzintervall 0,3-0,8) einen signifikanten Unterschied
dahingehend, dass in der Kontrollgruppe mehr Patienten den Genotyp CAR 540C>T

hatten als in der Studiengruppe.
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3.3.4.4. PXR T44477C
Bezuglich PXR 44477T>C ergaben sich zwischen Kontroll- und Studiengruppe keine

statistisch signifikanten Unterschiede. Die univariate Analyse brachte einen p-Wert
von 0,32.

3.3.4.5. PXR C63396T
In der Kontrollgruppe fanden sich unter 362 Patienten 81 mit dem Genotyp 63396CC

(22%), 178 (49%) mit dem Genotyp 63396CT und 103 (28%) mit dem Genotyp
63396TT. In der Studiengruppe wurden von 131 Patienten 18 mit dem Genotyp
63396CC (14%) gefunden, 62 (47%) mit 63396CT und 51 (39%) mit 63396TT. Es
ergab sich sowohl in der univariaten als auch in der multivariaten Analyse ein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen Kontroll- und Studiengruppe (p=0,03).
Die Odds Ratio betrug in der multivariaten Analyse 1,6 (95%-Konfidenzintervall 1,04-
2,5). In der Studiengruppe fand sich 63396C>T also 1,6fach haufiger als in der
Kontrollgruppe.

3.3.4.6. PXR A7635G
Es wurde in der univariaten Analyse kein statistisch signifikanter Unterschied

hinsichtlich PXR A7635G zwischen Kontroll- und Studiengruppe gefunden (p=0,2).
Tabelle 3.3 zeigt fUr die einzelnen Variablen die p-Werte aus der univariaten Analyse
und — soweit berechnet — aus der multivariaten Analyse die p-Werte und die Odds

Ratios.

Tabelle 3.3: Ergebnisse der univariaten und multivariaten Analyse

Variable p (univariate p (multivariate Analyse) Odds Ratio (95%-
Analyse) Konfidenzintervall)

ethnische Herkunft 0,002* 0,001~ 0,4 (0,2-0,7)

Geschlecht 0,04~ 0,54 -

Alter 0,12 0,75 -

CYP2B6 G516T 0,03* 0,007 2,4 (1,3-4,6)

CYP2B6 T983C 0,14 0,48 -

CAR C540T 0,17 0,005* 0,5 (0,3-0,8)

PXR T44477C 0,32 - -

PXR C63396T 0,03* 0,03* 1,6 (1,04-2,5)

PXR A7635G 0,2 - -

* statistisch signifikant zum Signifikanzniveau p=0,05
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4 Diskussion
Wahrend in der vorausgehenden Pharmacogenetics-Studie von Wyen der Einfluss

verschiedener Faktoren auf den Plasmaspiegel von EFV und NVP analysiert wurde
(Wyen 2008), geht die vorliegende Arbeit, die Teil der GenTox-Studie ist, einen
Schritt weiter.

Wir postulierten, dass erhdhte EFV-Plasmaspiegel zu vermehrten Nebenwirkungen
fuhren, und dass vermehrte Nebenwirkungen einen frihzeitigen Therapieabbruch
herbeifihren kdnnen. Daher untersuchten wir retrospektiv die Auspragung von
Faktoren, von denen ein Einfluss auf den EFV-Plasmaspiegel bekannt ist. Unsere
Annahme war es, dass sich die Haufigkeit von Faktoren, die den EFV-Plasmaspiegel
erhdhen, zwischen Patienten, die eine Therapie mit EFV frihzeitig abgebrochen
haben, und solchen unter dauerhafter EFV-Therapie unterscheidet.

Ware dies der Fall, so kdnnte man davon ausgehen, dass die Auspragung von
Faktoren, die den EFV-Plasmaspiegel erhdhen und zu vermehrten Nebenwirkungen
fuhren, die Vertraglichkeit der Therapie vorhersagen kann. Bei Vorliegen ungunstiger
Faktoren koénnte man daraufhin prospektiv auf ein erhohtes Risiko von
Nebenwirkungen und einem Therapieabbruch schlielen und eine Therapie mit EFV
erst gar nicht beginnen.

Nachfolgend soll der in der vorliegenden Arbeit ermittelte Einfluss dieser Variablen
auf einen vorzeitigen EFV-Therapieabbruch diskutiert und mit den Ergebnissen
anderer Arbeiten verglichen werden. Dabei sei angemerkt, dass die meisten Arbeiten
den Einfluss der Variablen auf den EFV-Plasmaspiegel, nicht aber auf die Haufigkeit

von Nebenwirkungen oder Therapieabbruch untersucht haben.

4.1 Demographische Faktoren

4.1.1 Ethnische Zugehorigkeit
Verschiedene Autoren kommen bezlglich unterschiedlich hoher EFV-Plasmaspiegel

zwischen Kaukasiern und Afrikanern zu ahnlichen Ergebnissen.

Pfister fand in der Adult AIDS Clinical Trials Group 398 (AACTG 398)-Studie eine um
28% niedrigere EFV-Clearance bei Afrikanern und Hispaniern im Vergleich zu
Kaukasiern (p=0,03). Als Ursachen diskutierte er unterschiedliche Genotypen des
multidrug resistance transporter type 1 (MDR-1) und verschiedene Aktivitaten von
CYP450-Isoenzymen (Pfister 2003). Csajka wies ebenfalls eine um 20% erniedrigte

EFV-Clearance bei Afrikanern gegenuber Kaukasiern nach (Csajka 2003).
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Burger fand in einer Untersuchung an insgesamt 255 Patienten in der univariaten
Analyse einen signifikant hoheren mittleren EFV-Plasmaspiegel bei Afrikanern
gegenuber Kaukasiern. Wahrend dieser bei Kaukasiern im Mittel bei 2,8 pg/ml lag,
war er bei Afrikanern median 1 ug/ml hdéher (p=0,003). In der multivariaten Analyse
bestatigte sich dieser Befund (p<0,001) (Burger 2006).

Ein multivariates Modell, das Stohr anhand der Daten von 339 Patienten entwickelte,
sagte fur Afrikaner einen 59% hoheren EFV-Plasmaspiegel als fur Kaukasier vorher
(p<0,001) (Stohr 2008).

Gupta postulierte, dass die bei Afrikanern hoheren EFV-Plasmaspiegel auf die
erhdohte Frequenz von G516T gegenuber Kaukasiern zurlckzufihren sein konnte
(Gupta 2008), ein Befund, den auch Haas beschreibt (Haas 2004).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind mit den oben beschriebenen Befunden
anderer Autoren nicht in Einklang zu bringen. Patienten afrikanischer Herkunft
brachen signifikant seltener eine EFV-Therapie innerhalb von drei Monaten ab als
Kaukasier (univariater p-Wert 0,002; multivariater p-Wert 0,001). Die multivariate
Odds Ratio betrug 0,4 (95%-Konfidenzintervall 0,2-0,7). Zu unserer Hypothese, dass
héhere EFV-Plasmaspiegel zu vermehrten Nebenwirkungen und somit haufiger zu
einem Therapieabbruch innerhalb von drei Monaten fuhren, passt dieser Befund
nicht. Denn geht man davon aus, dass Afrikaner tendenziell héhere EFV-
Plasmaspiegel haben als Kaukasier, mussten sie unserer Hypothese zufolge eher
die Therapie vorzeitig abbrechen als Kaukasier. Allerdings setzt dies voraus, dass
eine Korrelation zwischen dem EFV-Plasmaspiegel und Nebenwirkungen besteht.
Unsere klinische Erfahrung =zeigt, dass Patienten afrikanischen Ursprungs
Nebenwirkungen eher zu tolerieren bereit sind als solche kaukasischer Herkunft.
Vielleicht vermag diese Beobachtung den vorliegenden Befund zu erklaren. Weitere

Untersuchungen sind erforderlich, um das vorliegende Ergebnis zu replizieren.

4.1.2 Geschlecht
Einige Studien ergaben, dass Frauen im Mittel einen héheren EFV-Plasmaspiegel

haben als Manner (Burger 2006; Nyakutira 2008), andere fanden keine Assoziation
zwischen Geschlecht und Hohe des EFV-Plasmaspiegels (Marzolini 2001; Csajka
2003; Pfister 2003; Cabrera 2009). Meibohm diskutiert als physiologische Ursachen

unterschiedlicher Medikamenten-Plasmaspiegel zwischen den Geschlechtern eine
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geringere Korpergrofle und LebergrolRe, einen hdheren prozentualen Korperfettanteil
und ein geringeres Blutvolumen bei Frauen (Meibohm 2002).

Zum Einfluss des Geschlechts auf die Wahrscheinlichkeit eines Abbruchs der
Therapie mit EFV gibt es nur wenige Studien (Spire 2004; Smith 2007).

Smith konnte in einer prospektiven Kohortenstudie an 96 Frauen und 337 Mannern,
die eine EFV-Therapie begannen, nachweisen, dass mit 56,3% gegenuber 41,8%
signifikant mehr Frauen nach 96 Wochen die Therapie abgebrochen hatten
(p=0,005).

Allerdings ist die Aussagekraft eingeschrankt, da Frauen signifikant haufiger
afrikanischer Herkunft waren als Manner (p=0,02). Es konnten also wie unter 4.1.1
beschrieben genetische Unterschiede eine Rolle gespielt haben; beispielsweise
findet sich der SNP CYP2B6 G516T haufiger unter Afrikanern (Haas 2004; Haas
2005; Gupta 2008), was zu hoheren EFV-Plasmaspiegeln flhren kann. Frauen
hatten vor Therapiebeginn mit median 126/ul signifikant geringere CD4-Zellzahlen
als Manner mit 190/ul (p=0,0003); sie kdnnten also kranker gewesen sein und mehr
Begleitmedikamente eingenommen haben als die Manner, was zu mehr Toxizitat
gefuhrt haben koénnte. Weiterhin kdénnten Frauen wegen Schwangerschaft die
Therapie mit EFV abgebrochen haben, da EFV teratogen ist.

Es fallt zudem auf, dass Frauen in dieser Studie unterreprasentiert waren. Da der
Unterschied zwischen Manner und Frauen bezlglich des Therapieabbruchs erst
nach 96 Wochen zutage trat, ist die Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der

vorliegenden Arbeit zusatzlich eingeschrankt (Smith 2007).

In einer Querschnittsstudie sammelte Spire mittels eines Fragebogens Daten von
327 mit EFV behandelten HIV-Patienten unter anderem 2zu Depressionen,
Suchtverhalten, ART-Regimen und soziodemographischen Faktoren. 175 Patienten
hatten EFV mindestens sechs Monate lang eingenommen, 152 hatten die Therapie
nach median vier Monaten (Interquartil-Abstand 2-10 Monate) abgebrochen. 23%
waren Frauen, 77% Manner. In der logistischen Regression war unter anderem das
Geschlecht unabhangig von anderen Faktoren assoziiert mit dem Abbruch der EFV-
Therapie. Weibliches Geschlecht erhdhte das Risiko eines Therapieabbruchs um

den Faktor 2,2 (95%-Konfidenzintervall 1,2-3,8). Auch hier hatte mdglicherweise ein
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hdherer Frauenanteil unter den Befragten die Aussagekraft in diesem Punkt erhdht
(Spire 2004).

In der vorliegenden Arbeit ergab sich in der univariaten Analyse ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen Mannern und Frauen bezlglich des
Therapieabbruchs innerhalb von drei Monaten (p=0,04), der aber in der multivariaten
Analyse nicht erhalten blieb (p=0,54). Auch in der vorliegenden Arbeit war der
Frauenanteil an der Gesamtpopulation mit 28% sehr niedrig. Um den Einfluss des
Geschlechts auf Nebenwirkungen und Abbruch der EFV-Therapie zu klaren, waren
grolde prospektive Kohortenstudien mit einem ausgeglichenen
Geschlechterverhaltnis sowie mit Ausschluss konfundierender Variablen wie

ethnische Herkunft vonnoten.

4.1.3 Alter
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Lebensalter und der

Pharmakokinetik von EFV ist in den vorliegenden Studien nicht zu erkennen
(Marzolini 2001; Csajka 2003; Pfister 2003; Burger 2006).

Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich kein signifikanter Einfluss des
Lebensalters auf die Wahrscheinlichkeit eines EFV-Therapieabbruchs innerhalb von

drei Monaten. Die univariate Analyse lieferte einen p-Wert von 0,12.

4.2 CYP2B6
EFV wird zu 92% durch CYP2B6 zu 8-Hydroxy-EFV und 8,14-Dihydroxy-EFV

metabolisiert (Ward 2003); ein alternativer Abbauweg ist die Verstoffwechselung zu
7-Hydroxy-EFV durch CYP2A6 (Desta 2007) und in geringem Ausmal} die Bildung
von N-Glucuronid-EFV (Mutlib 1999). Die Konzentration von EFV im Plasma
unterliegt einer hohen interindividuellen und geringen intraindividuellen Variabilitat
(Csajka 2003). Als anzustrebender therapeutischer Bereich wird eine Konzentration
von 1 — 4 mg/l im Blut angesehen (Marzolini 2001; Csajka 2003). Oberhalb dieses
Bereichs sind verstarkt Nebenwirkungen zu beflrchten (Marzolini 2001; Nunez 2001;
Gallego 2004; Gutierrez 2005), wobei andere Autoren diesen Zusammenhang nicht
feststellen konnten (Clifford 2005; van Luin 2009). In einer grol} angelegten Studie

von van Luin an 843 Personen wurden Patienten, die eine Therapie mit EFV wegen
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Nebenwirkungen oder auf eigenen Wunsch hin innerhalb von zwei Jahren
abgebrochen hatten, mit Patienten unter fortdauernder EFV-Therapie verglichen. Es
ergab sich bezuglich der EFV-Plasmaspiegel kein signifikanter Unterschied zwischen
den Gruppen (van Luin 2009). Unterhalb 1 mg/l wird eine vermehrte
Resistenzentwicklung beobachtet.

Eine verringerte Aktivitdt oder Menge von CYP2B6 ist mit erhdhten EFV-
Konzentrationen im Plasma assoziiert. Man unterscheidet schnelle, intermediare und
langsame Metabolisierer, die jeweils mit entsprechenden genetischen Variationen
von CYP2B6 verknupft sind.

Laut Rotger erklaren SNPs von CYP2B6, die zu einer verlangsamten
Metabolisierung von EFV fuhren, zu einem groRen Teil ungewdhnlich hohe EFV-
Plasmaspiegel. Daher kann das Risiko eines extrem hohen EFV-Plasmaspiegels in
Individuen, die einen der verantwortlichen SNPs tragen, als erhdht angesehen
werden (Rotger 2007).

Nach di lulio beeinflussen SNPs von CYP2A6 bei den so genannten langsamen
Metabolisierern, deren CYP2B6 eine verminderte Funktion aufweist, bedeutend die
Metabolisierungsrate von EFV, jedoch nicht, wenn CYP2B6 voll funktionsfahig ist. Di
lulio postulierte extrem hohe EFV-Plasmaspiegel, wenn sowohl CYP2B6 als auch
CYP2AG6 auf Grund von SNPs vermindert funktionsfahig sind (di lulio 2009).
Arab-Alameddine erstellte basierend auf den Daten von di Ilulio ein
pharmakokinetisches Modell zur Erklarung der Varianz der ermittelten
pharmakokinetischen Daten mittels genetischer und demographischer Variablen. In
dieser Studie konnte bestatigt werden, dass die EFV-Clearance hauptsachlich durch
CYP2B6 beeinflusst wird, aber auch durch CYP2A6 & CYP3A4, vor allem, wenn
CYP2B6 eine verminderte Funktion oder Menge aufweist. CYP2B6 erklarte 31% der
65%igen interindividuellen Varianz der EFV-Clearance, weitere 7% wurden erklart
durch CYP2A6, CYP3A4 und Korpergewicht. Das Korpergewicht war der einzige
signifikante demographische Faktor. Um EFV-Plasmaspiegel innerhalb des
therapeutischen Bereiches zu erlangen, ist je nach Kombination der einzelnen Allele
von CYP2B6, 2A6 und 3A4 eine Dosisanpassung erforderlich (Arab-Alameddine
2009). Kwara zeigte zudem einen unabhangigen Einfluss von Polymorphismen der
UDP-Glucuronosyl-Transferase 2B7 (UGT2B7) auf den EFV-Plasmaspiegel (Kwara
2009).
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Im Folgenden soll nur auf die in der vorliegenden Arbeit untersuchten SNPs CYP2B6
G516T und T983C eingegangen werden, da alle anderen bisher entdeckten SNPs
von CYP2B6 entweder einen geringen Einfluss auf den Metabolismus von EFV

haben oder aber sehr selten vorkommen (Rotger 2007).

421 CYP2B6 G516T
Der Polymorphismus G516T des CYP2B6 ist im Zusammenhang mit EFV der am

haufigsten untersuchte SNP. G516T fuhrt an Position 172 zum Ersatz von Glutamin
durch Histidin, wodurch CYP2B6 vermindert exprimiert wird und das Proteinprodukt
eine verringerte Aktivitat aufweist (Desta 2007; Hofmann 2008). G516T st
Bestandteil der Allele CYP2B6*6, *7 und *9.

4.2.1.1. Einfluss von CYP2B6 G516T auf den EFV-Plasmaspiegel
Viele Autoren fanden einen Einfluss des Polymorphismus G516T auf den

Plasmaspiegel von EFV (Haas 2004; King 2008; Wyen 2008), wobei besonders hohe
Plasmaspiegel bei Vorliegen von 516TT ermittelt wurden (Haas 2004; Tsuchiya
2004; Haas 2005; Rodriguez-Novoa 2005; Rotger 2005; Ribaudo 2006; Kwara
2008). Allerdings hatten nicht alle 516TT-Trager EFV-Plasmaspiegel oberhalb des
therapeutischen Bereichs (Haas 2004; Haas 2005; Rodriguez-Novoa 2005; Rotger
2005; Ramachandran 2009).

Tsuchiya zeigte an 35 Patienten, dass die EFV-Plasmakonzentration bei CYP2B6
*6/*6 signifikant hoher war als bei Heterozygotie fir CYP2B6 *6 bzw. Fehlen von
CYP2B6 *6. Zusatzlich wurden drei Patienten mit extrem hohen EFV-
Plasmakonzentrationen sowie sechs mit normalen EFV-Plasmaspiegeln auf
CYP2B6-Polymorphismen untersucht. Alle drei Patienten mit den hohen EFV-
Plasmaspiegeln waren homozygote Trager von CYP2B6 *6, wahrend die sechs
Patienten mit normalen EFV-Plasmaspiegeln CYP2B6 *6 nicht aufwiesen. Es waren
also unter 44 Personen funf Trager von CYP2B6*6/*6, und nur diese zeigten EFV-
Plasmaspiegel oberhalb 20 uM (6 mg/l). Eine grollere Patientenzahl ware

wulnschenswert gewesen (Tsuchiya 2004).
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Auch Rodriguez-Novoa stellte fest, dass G516T einen Einfluss auf den EFV-
Plasmaspiegel hat. In einem Kollektiv von 100 Kaukasiern wiesen 52 Patienten
516GG, 43 516GT und 5 516TT auf. Erhdhte EFV-Plasmaspiegel fanden sich bei
40% der Patienten mit 516TT, 19% der Patienten mit 516GT und nur 5% der
Patienten mit 516GG. Auf der anderen Seite hatten 19% der Patienten mit 516GG
eine subtherapeutische EFV-Plasmakonzentration, was nur bei einer Person (2%)
mit G516T der Fall war. Homozygote und heterozygote G516T-Trager hatten im
Median einen EFV-Plasmaspiegel von 2,65 mg/l gegenuber 1,71 mg/l bei Tragern
des Wildtyp-Allels. Dieser Unterschied erwies sich als signifikant (Rodriguez-Novoa
2005).

Haas beschaftigte sich in einer retrospektiven explorativen Analyse von Daten einer
prospektiven, randomisierten klinischen Studie, der AIDS Clinical Trials Group Study
384 (ACTG384), mit den Langzeitwirkungen von EFV und Nelfinavir tber einen
Zeitraum von drei Jahren. Dabei wurden 340 Patienten unter EFV-Therapie
untersucht. Die Haufigkeit von G516T war 24,4% bei Kaukasiern, 31,3% bei
Afrikanern und 34,9% bei Hispaniern, unterschied sich aber nicht signifikant. Die
EFV-Plasmaspiegel waren bei Vorliegen von 516TT zweimal so hoch wie bei 516GG.
Haas konnte allerdings nicht nachweisen, dass G516T die Wahrscheinlichkeit einer
Resistenzentwicklung gegen EFV und Therapieversagen vorauszusagen in der Lage
ist. Er kam zu dem Schluss, dass EFV eine relativ grof3e therapeutische Breite haben
musse, da signifikante Unterschiede der Plasmaspiegel nicht zu Unterschieden

bezlglich Resistenzentwicklung bzw. Therapieversagen fuhrten (Haas 2005).

4.2.1.2. Assoziation von CYP2B6 G516T mit Nebenwirkungen unter EFV
EFV kann unter anderem zu zentralnervosen Nebenwirkungen flhren; darunter fallen

zum Beispiel Schlafstérungen, Stérungen der Gemiutslage und Mudigkeit. Diese
Nebenwirkungen sind madglicherweise mit erhdhten EFV-Plasmaspiegeln assoziiert
(Marzolini 2001; Nunez 2001; Csajka 2003; Gallego 2004; Gutierrez 2005; Cohen
2009), wobei diese Beziehung nicht in allen Publikationen bestatigt werden konnte
(Stahle 2004; Fumaz 2005; Kappelhoff 2005; Rotger 2005; Takahashi 2007;
Ramachandran 2009; Read 2009; To 2009; van Luin 2009).

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist im engeren Sinne die Frage, ob zum

Therapieabbruch fihrende Nebenwirkungen unter EFV-Therapie zum Teil auf SNPs,
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die die Funktion von CYP2B6 beeinflussen, zurtckfuhrbar sind, vermittelt Gber
erhdohte EFV-Plasmaspiegel. Mehrere Autoren beschreiben diesen Zusammenhang
(Haas 2004; Tsuchiya 2004; Hasse 2005; Rodriguez-Novoa 2005; Rotger 2005;
Mathiesen 2006; Gatanaga 2007; Gatanaga 2009; Puthanakit 2009), andere

wiederum fanden diesen Zusammenhang nicht (Saitoh 2007; Ramachandran 2009).

In einer Kohortenstudie Uber 24 Wochen an 154 Patienten aus der randomisierten
Adult AIDS Clinical Trials Group Study A5097 (AACTG 5097) wies Haas nach, dass
516TT verglichen mit 516GT und 516GG zu signifikant hdheren EFV-Plasmaspiegeln
fuhrte (p<0,0001). G516T war signifikant mit zentralnervésen Symptomen in der
ersten Woche nach Beginn der EFV-Einnahme assoziiert (p=0,036), nicht aber nach
24 Wochen (p=0,76). Es kam also trotz persistierend erhdhter EFV-Plasmaspiegel zu
einer Ruckbildung der Nebenwirkungen. Dies weist auf die Madglichkeit einer
Toleranzentwicklung hin. Auch eine Studie von Gutiérrez-Valencia, in der eine
schrittweise EFV-Dosiserhohung von 200 tber 400 auf 600 mg verglichen wurde mit
der Gabe von 600 mg vom ersten Tag an, zeigte in der ersten Woche nach
Therapiebeginn Unterschiede bezlglich zentralnervéser Nebenwirkungen mit einer
héheren Frequenz und Intensitat in der Gruppe ohne schrittweise Dosiserhdhung,
von der zweiten Woche an aber nicht mehr (Gutierrez-Valencia 2009). 47 Patienten
brachen in der Studie von Haas die EFV-Therapie vorzeitig ab bzw. hatten
hochgradige zentralnervose Nebenwirkungen; hier gab es keinen signifikanten

Zusammenhang mit dem Genotyp (Haas 2004).

Rotger zeigte in einer Untersuchung an 167 HIV-Patienten unter EFV-Therapie, dass
516TT mit signifikant hoheren EFV-Konzentrationen im Plasma und in peripheren
mononuklearen Blutzellen gegenluber 516GG assoziiert war. Die Plasma-AUC war
bei 516TT im Median 3fach hdher, die intrazellulare AUC im Median 2,3fach hoher.
Aulerdem war 516TT ein Pradiktor fir Schlafstérungen und Mudigkeit (p=0,04, Odds
Ratio 4,9 [1,1-21] bzw. p=0,03, Odds Ratio 5,6 [1,3-25]), nicht aber flr
Gemutsstérungen (p=0,09). Eine gewisse Schwachung des Effekts ist
modglicherweise aufgetreten, weil Patienten, die eine Therapie mit EFV klrzer als
einen Monat eingenommen hatten, nicht in der Studie bericksichtigt wurden. Es
ware interessant gewesen, gerade diese Patienten einer Analyse des G516T-

Genotyps zu unterziehen. Die mediane Dauer der EFV-Therapie betrug gar 21
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Monate. Patienten, die eine Therapie so lange einnehmen, werden vermutlich keine
gravierenden Nebenwirkungen haben, da sie die Therapie ansonsten bereits
beendet hatten (Rotger 2005).

Hasse berichtete Uber eine Patientin, die sich unter EFV-Therapie mit psychotischen
Symptomen prasentierte. Eine genotypische Untersuchung ergab 516TT, au3erdem
wurde ein extrem hoher EFV-Plasmaspiegel von 59,4 mg/l gefunden, ein Wert, der
fast 15fach hoher liegt als die Obergrenze des angestrebten Bereichs von 1 — 4 mg/I.
Nach Verringerung der EFV-Dosis auf 200 mg pro Tag verschwanden alle
psychotischen Symptome und der EFV-Plasmaspiegel sank langsam in den
Normbereich ab. Dieser Fallbericht mag beeindruckend sein, allerdings kann ein
einzelner Fallbericht hochstens Anregung zu weiterer Forschung sein und hat im
Gegensatz zu groRen Studien mit vielen Teilnehmern eine sehr begrenzte
Aussagekraft (Hasse, Gunthard et al. 2005).

Einen ahnlichen Bericht gab Lowenhaupt Uber ein 12jahriges HIV-positives
Madchen, welches unter EFV-Therapie eine Psychose entwickelte. Es wurden ein
exzessiv erhohter EFV-Plasmaspiegel von 19 mg/l und der Genotyp 516GT
nachgewiesen. Nach Absetzen von EFV verschwand die Symptomatik (Lowenhaupt
2007).

Gatanaga ermittelte in einer Studie an 456 HIV-Patienten unter Therapie mit 600 mg
EFV pro Tag, dass bei 16 Patienten die Genotypen CYP2B6 *6/*6 bzw. CYP2B6
*6/*26 vorlagen; sowohl CYP2B6*6 als auch *26 gehen mit G516T einher. Bei 111
Patienten wurde zusatzlich der EFV-Plasmaspiegel bestimmt. Alle 16 Patienten mit
den oben genannten Genotypen hatten signifikant erhdohte EFV-Plasmaspiegel
oberhalb von 6 mg/l. Bei 12 Patienten mit erhdhten EFV-Plasmaspiegeln unter 600
mg EFV pro Tag wurde die tagliche Dosis von EFV erfolgreich gesenkt; die Enddosis
war bei funf Patienten 400 mg und bei sieben Patienten 200 mg. Funf EFV-naive
Patienten mit den Genotypen CYP2B6*6/*6 bzw. *6/*26 erhielten von Anfang an eine
reduzierte Dosis von 400 mg EFV taglich, bei zweien wurde die Dosis wegen nach
wie vor erhohter EFV-Plasmaspiegel weiter auf 200 mg gesenkt; zwei Patienten
brachen im Folgenden die Therapie mit EFV ab, alle anderen Patienten hatten Uber
sechs Monate lang eine Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze. Zehn von 14 dieser

Patienten zeigten bei Therapiebeginn zentralnervose Nebenwirkungen, die sich nach
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Dosisreduktion bei allen verbesserten. Allerdings wird eine Verbesserung initial
auftretender Nebenwirkungen unter EFV-Therapie generell beschrieben, sodass eine
Abhangigkeit von der Dosisreduktion nicht sicher ist. Aulierdem kénnte ein Placebo-
Effekt vorgelegen haben, da den Patienten die erhdhten Plasmaspiegel und die
Rucklaufigkeit nach Dosisreduktion mitgeteilt wurden.

Die EFV-Plasmaspiegel der 28 516GT-Trager lagen ebenfalls signifikant Gber denen
der 67 516GG-Trager, und niemand aus der Gruppe der 516GG-Trager hatte eine
EFV-Konzentration im Plasma oberhalb 6 mg/l (Gatanaga 2007).

In einem Kommentar zu King et al. (King 2008) beschrieb Gatanaga den Fall eines
der oben genannten Patienten mit 516TT, der unter 600 mg EFV pro Tag unter
Alptraumen litt. Der EFV-Plasmaspiegel war mit 9 — 12 mg/l stark erhéht. Nach
Dosisreduktion auf 400 mg EFV pro Tag veranderten sich die Traume hin zu
angenehmen Trauminhalten; allerdings blieb der EFV-Plasmaspiegel mit etwa 6 mg/I
weiter erhdht. Nach Reduktion der taglichen EFV-Dosis auf 200 mg verschwanden
die Traume ganz, und der EFV-Plasmaspiegel sank in den therapeutischen Bereich
(Gatanaga 2009).

Diese Befunde sprechen daflr, dass eine genotypische Analyse bei Patienten mit
erheblichen zentralnervésen Nebenwirkungen und hohen EFV-Plasmaspiegeln von
akademischem Interesse sein kann; eine Reduktion der EFV-Dosis auf 400 oder 200
mg pro Tag unter Kontrolle der Plasmaspiegel kénnte zur Abnahme der
Nebenwirkungen und so moglicherweise auch zu einer verbesserten Compliance
fuhren.

Diese Behauptung wird unterstutzt durch eine Studie van Luins, in der eine
Reduktion der EFV-Dosis bei Patienten mit EFV-Plasmaspiegeln oberhalb 4 mg/l
tendenziell, wenn auch nicht signifikant, zu einer verminderten Rate an

Therapieabbrichen wegen Toxizitat fuhrte (van Luin 2009).

In der vorliegenden Arbeit wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
SNP CYP2B6 G516T und dem Abbruch einer EFV-Therapie innerhalb von drei
Monaten gefunden. Der p-Wert der univariaten Analyse war 0,03, die multivariate
Analyse ergab p=0,007 und eine Odds Ratio von 2,4 (1,3-4,6). Zwar war bei einem
grol3en Teil der Patienten der Grund des Therapieabbruchs unbekannt (58 Patienten,
44%), weshalb fraglich ist, wie viele der Patienten unter Nebenwirkungen litten; wir

postulieren aber, dass ein Therapieabbruch innerhalb von drei Monaten nach Start
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hauptsachlich auf Nebenwirkungen zurlckzuflhren ist. Nimmt man jedoch an, dass
ein Teil dieser Patienten wegen Therapieversagen die Therapie abgebrochen hat,
wulrde die Tatsache, dass dennoch ein Effekt zu beobachten war, fur die Starke des
Zusammenhangs zwischen Nebenwirkungen und G516T sprechen. Denn 516GG ist
haufiger mit einem subtherapeutischen EFV-Plasmaspiegel assoziiert als G516T
(Rodriguez-Novoa 2005). Ein subtherapeutischer EFV-Plasmaspiegel birgt
modglicherweise aber auch ein groReres Risiko flir ein virologisches
Therapieversagen. Das bedeutet, dass die Therapieversager in der Studiengruppe
tendenziell haufiger 516GG besitzen, was der Assoziation von G516T mit

frihzeitigem Therapieabbruch zuwiderlauft.

4.2.2 CYP2B6 T983C
Der SNP CYP2B6 T983C fuhrt zu einem Austausch von Isoleucin durch Threonin an

Position 328. Die katalytische Aktivitat ist mit der des Wildtyp-Allels vergleichbar,
allerdings ist die Proteinexpression um etwa 30% vermindert. Der Kombination von
T983C und A785G wurde die Bezeichnung CYP2B6*16 zugewiesen, T983C allein
nannte man CYP2B6*18. Einige Autoren fanden einen Zusammenhang zwischen
T983C und dem EFV-Plasmaspiegel (Wang 2006; Rotger 2007; Wyen 2008; Haas
2009; Leger 2009). Besonders hohe EFV-Plasmaspiegel wurden gefunden bei einer
Kombination von G516T und T983C (Rotger 2007; Haas 2009). Bislang ist T983C
nicht bei Personen kaukasischer Abstammung gefunden worden (Klein 2005;
Mehlotra 2007; Rotger 2007; Wyen 2008).

Wang war es, der das Allel CYP2B6*16 identifizierte. Das Proteinprodukt war bei
T983C gegenuber dem Wildtyp CYP2B6*1 auf etwa 30% vermindert, aber nicht
weniger funktionsfahig. Wang vermutete, dass die verminderte Proteinmenge auf
Instabilitat des Proteins zurtckzufuhren sei, verursacht durch T983C. A785G allein
fuhrte zu einem vermehrten Proteinprodukt gegentber CYP2B6*1, in Kombination
mit T983C war das Proteinprodukt aber ahnlich vermindert wie bei T983C allein. Das
CYP2B6*16-Allel wurde in dieser Studie unter 42 Schweden nicht gefunden, hatte
eine Frequenz von 4,1% unter 147 Tarken und 6,9% bei 92 Afrikanern. Es war
assoziiert mit signifikant héheren EFV-Plasmaspiegeln (p<0,0001 im Student-T-
Test), ebenso wie G516T (CYP2B6*6 und CYP2B6*9) mit p<0,05. Die Kombination
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aus CYP2B6*6 und CYP2B6*16 flhrte zu besonders hohen EFV-Plasmaspiegeln
(Wang 2006).

Auch Wyen fand in der bereits unter 1.4 ausflhrlich beschriebenen Studie einen
signifikanten Zusammenhang von T983C und dem EFV-Plasmaspiegel (multivariater
p-Wert<0,0001). Zusatzlich brachen zwei afrikanische Patienten, die eine
Homozygotie fur 983C aufwiesen, die Therapie mit EFV wegen Neurotoxizitat

innerhalb einer Woche nach Abnahme der Blutprobe ab (Wyen 2008).

Auller der Arbeit von Wyen fanden sich keine Studien, die den Zusammenhang
zwischen T983C und Nebenwirkungen der EFV-Therapie beschreiben.

In der vorliegenden Arbeit ergab sich kein signifikanter Unterschied der Haufigkeit
von T983C zwischen Studien- und Kontrollgruppe. Die univariate Analyse ergab
einen p-Wert von 0,14 und die multivariate Analyse einen p-Wert von 0,48. In der
Studiengruppe fand sich nur ein Patient mit 983CT, alle anderen in dieser Gruppe
waren homozygot fir das Wildtyp-Allel 983CC. Auf Grund der insgesamt geringen
Pravalenz von T983C kann die vorliegende Arbeit keine Aussage Uber den Einfluss
von T983C auf Nebenwirkungen unter EFV-Therapie machen. Dazu sind weitere
Studien mit hdheren Zahlen von Tragern des SNP T983C erforderlich.

Mdglicherweise kann die von Wang postulierte verminderte Stabilitat von CYP2B6
bei Vorliegen von T983C durch andere noch unbekannte SNPs ausgeglichen
werden. Zudem konnten Induktionsprozesse die Instabilitat von CYP2B6 durch

vermehrte Synthese des Enzyms teilweise kompensieren.

4.3 CAR C540T
Zum Einfluss des SNP CAR C540T auf den Plasmaspiegel von EFV gibt es bislang

lediglich eine prospektive Studie von Cortes, zum Zusammenhang mit
Nebenwirkungen unter EFV-Therapie noch keine (Cortes 2009).

Cortes untersuchte in einer Studie an 215 HIV-Patienten aus Chile unter EFV-
Therapie seit mindestens zwei Wochen neben dem EFV-Plasmaspiegel auch das
Vorliegen von CYP2B6 G516T, T983C und CAR C540T. 11 Patienten (5%) hatten
einen EFV-Plasmaspiegel <1 mg/l, bei 45 Patienten (21%) lag er oberhalb 4 mgl/l.
208 Patienten wurden bezuglich der oben genannten SNPs getestet; 35% der
Patienten wiesen CYP2B6 G516T auf, niemand CYP2B6 T983C und 49% CAR
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C540T. In der multivariaten Analyse wurde der Zusammenhang von CYP2B6 G516T
mit erhohten EFV-Plasmaspiegeln bestatigt (p<0,0001), aulRerdem die Tatsache, das
T983C unter Menschen kaukasischer Herkunft nicht vorkommt. Weiterhin fand sich
ein Zusammenhang zwischen CAR C540T und dem EFV-Plasmaspiegel. Dieser war
bei Vorliegen von 540TT mit 2,53 mg/l sowohl gegentber 540CC (2,97 mg/l) als
auch gegenuber 540CT (3,28 mg/l) signifikant erniedrigt (univariater p-Wert 0,0286
bzw. 0,0031). In der multivariaten Analyse bestatigte sich dieser signifikante
Unterschied (p=0,007). Zusatzlich fand sich ein signifikanter Einfluss von Nikotin-
Abusus auf den EFV-Plasmaspiegel, der bei Nichtrauchern hdher war. Leider
befanden sich im Patientenkollektiv nur 13 Frauen (6%) (Cortes 2009).

In der vorliegenden Arbeit ergab sich zwischen Studien- und Kontrollgruppe zwar in
der univariaten Analyse kein signifikanter Unterschied bezuglich der Haufigkeit von
CAR C540T (p=0,17), die multivariate Analyse zeigte aber mit p=0,005 einen
signifikanten Unterschied. Die Wahrscheinlichkeit, eine Therapie mit EFV innerhalb
von drei Monaten abzubrechen, war bei Vorliegen von C540T geringer (Odds Ratio
0,5 [0,3-0,8]. Dieses Ergebnis steht im Einklang mit der Studie von Cortes (Cortes
2009). Weitere prospektive Studien sind notwendig, um den Einfluss von C540T auf
den EFV-Plasmaspiegel und auf Nebenwirkungen unter EFV-Therapie zu sichern.
Weiterhin muss der Mechanismus, Uber den CAR C540T zu einem niedrigerem EFV-
Plasmaspiegel flhrt, genau beschrieben werden. Da CAR C540T nicht zu einem
Aminosauren-Austausch (lkeda 2003), aber zu alternativen Splice-Varianten fuhrt,
welche allerdings den Promotor von CYP2B6 in nur reduziertem Male zu aktivieren
in der Lage sind (Jinno 2004), sind die Ergebnisse der Studie von Cortes sowie der
vorliegenden Arbeit nicht plausibel. Bei einer reduzierten Aktivierung von CYP2B6
durch CAR wurde man eher von einer verringerten CYP2B6-Aktivitat ausgehen,
welche zu einem héheren EFV-Plasmaspiegel und zu vermehrten Nebenwirkungen

unter EFV-Therapie fUhren wirde.

44 PXR
Der Einfluss von SNPs in PXR auf den Plasmaspiegel von EFV sowie

Nebenwirkungen unter EFV-Therapie ist bislang noch nicht untersucht worden. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Korrelation einiger SNPs in PXR mit dem Abbruch

einer EFV-Therapie erstmalig ermittelt. Die untersuchten SNPs wurden bei Lamba
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ausfuhrlich untersucht und beschrieben (Lamba 2008), daher wird im Folgenden
hauptsachlich Bezug auf die Arbeit von Lamba genommen.

Lamba untersuchte an 24 Proben zuvor ermittelte SNPs in PXR auf ihren Einfluss auf
die Expression und Aktivitdt von CYP3A4. Dazu kultivierte er Hepatozyten von 46
kaukasischen Organspendern, von denen 29 mannlich und 17 weiblich waren. Die
CYP3A4-Aktivitat wurde basal sowie nach Induktion durch Rifampicin gemessen.
Weiterhin wurde von den oben genannten Organspendern Lebergewebe auf den
Gehalt an mRNA von unter anderem PXR und CYP3A4 mittels Real-time-PCR
untersucht. Die gesammelten Daten wurden dann bezuglich solcher Unterschiede
gepruft, welche mit der Verteilung der jeweiligen SNPs Kkorrelierten.

Als Limitation der Untersuchung nennt Lamba, dass die Aktivitat von CYP3A4 sowie
die Menge an mRNA auch durch unterschiedliche Bedingungen in der Lebensumwelt
der gespendeten Lebern und durch eine damit einhergehende unterschiedliche

Menge an Transkriptionsfaktoren zu erklaren sein kdnnte (Lamba 2008).

4.4.1 PXR T44477C
Lamba konnte zeigen, dass bei Tragern des Wildtyp-Allels 44477T die Menge an

CYP3A4-mRNA tendenziell geringer war, wenn gleichzeitig 63396CT vorlag. Zudem
zeigte 44477T, ebenfalls nur der Tendenz nach, eine geringere Induzierbarkeit durch
Rifampicin. In Frauen, die 44477TT aufwiesen, war die basale CYP3A4-Aktivitat
signifikant etwa dreifach hoher im Vergleich zu Personen beiderlei Geschlechts mit
44477CC (p=0,037) (Lamba 2008). Diese Ergebnisse sind am ehesten so zu deuten,
dass der SNP T44477C zu einer basal zwar niedrigeren, aber starker induzierbaren
CYP3A4-Aktivitat fihrt. Somit wirde man erwarten, dass der EFV-Plasmaspiegel bei
Vorliegen von T44477C niedriger ist als beim Wildtyp 44477TT.

In der vorliegenden Arbeit wurde kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen PXR T44477C und dem vorzeitigen Abbruch einer Therapie mit EFV
gefunden. Die univariate Analyse ergab einen p-Wert von 0,32.

Um die klinische Relevanz der von Lamba beschriebenen Ergebnisse zu klaren, sind

weitere klinische Studien erforderlich.
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4.4.2 PXR C63396T
Lamba beobachtete, dass der SNP PXR C63396T zu einer tendenziell gesteigerten

Expression von PXR-mRNA und zu einer signifikant (p=0,006) vermehrten basalen
Aktivitat von CYP3A4 fuhrt (Lamba 2008). Eine vermehrte Aktivitat von CYP3A4
sollte zu einem beschleunigten Abbau von EFV und damit zu einer niedrigeren EFV-
Plasmakonzentration fUhren. Konsistent mit diesen Ergebnissen wies Siccardi an
zwei Kohorten mit 47 bzw. 62 Patienten nach, dass PXR 63396TT die
Plasmakonzentration von ungeboostertem Atazanavir, welches durch CYP3A4
abgebaut wird, gegenuber 63396CT bzw. 63396CC signifikant senkt (Siccardi 2008).
Bei Lamba war die Assoziation zwischen C63396T und der CYP3A4-Aktivitat
allerdings nicht signifikant, wenn man nur Frauen betrachtete. Lamba flhrte das
darauf zurlick, dass in der Studie weniger Frauen 63396CC aufwiesen als Manner.

Lamba fand auch heraus, dass bei Vorliegen von 63396C die Induzierbarkeit von
CYP3A4 signifikant grof3er ist als bei 63396TT. So war bei Individuen mit 63396CC
eine 16,46fache (+3,1) Induktion von CYP3A4 durch Rifampicin zu beobachten,
wahrend sie bei 63396TT nur 9,26fach (+6,1) war (p=0,004) (Lamba 2008). Somit
wlrde man erwarten, dass bei Vorliegen des SNP 63396TT ein hoherer EFV-
Plasmaspiegel auftritt, da die Induzierbarkeit von CYP3A4 geringer ist,
vorausgesetzt, die Induzierbarkeit von CYP3A4 ist relevanter fur den Abbau von EFV

als das basale Aktivitatsniveau.

In der vorliegenden Arbeit ergab sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen PXR
C63396T und dem Abbruch einer EFV-Therapie innerhalb von drei Monaten nach
Beginn. Sowohl in der univariaten als auch in der multivariaten Analyse ergab sich
ein p-Wert von 0,03. Bei Vorliegen von PXR C63396T war die Wahrscheinlichkeit,
zur Studiengruppe zu gehoren, 1,6fach erhdht (Odds Ratio 1,6 [1,04-2,5]).

Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist nur dann vereinbar mit der Beobachtung,
dass PXR C63396T zu einer tendenziell gesteigerten Expression von PXR-mRNA
und zu einer signifikant vermehrten basalen Aktivitat von CYP3A4 fuhrt, wenn die
Induzierbarkeit von CYP3A4 fir den EFV-Metabolismus eine groRere Rolle spielt als
die basale Aktivitat.

Nur dieser Befund konnte erklaren, warum der EFV-Plasmaspiegel hoher liegt, wenn
das entsprechende Individuum C63396T tragt, da dann CYP3A4 weniger stark
induziert wirde. Eine basal niedrigere CYP3A4-Aktivitat bei C63396T konnte also via
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Induktion durch EFV mehr als ausgeglichen werden. Weitere Studien sind auch hier

erforderlich, um die komplexen Zusammenhange aufzuklaren.

4.4.3 PXR A7635G
In der vorliegenen Arbeit konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang

zwischen PXR A7635G und der Zugehorigkeit zur Studien- bzw. Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. Die univariate Analyse ergab einen p-Wert von 0,2.

PXR A7635G fuhrt zu einer groReren Induzierbarkeit der intestinalen CYP3A durch
Rifampicin (Zhang 2001), scheint aber keinen signifikanten Einfluss auf die
Metabolisierung von EFV zu haben. Wie bei den oben beschriebenen SNPs in PXR
sind weitere Studien notig, um die Relevanz von PXR A7635G fur den Metabolismus

von EFV zu klaren.

4.5 AbschlieBende Betrachtung
Es mag eine Limitation der vorliegenden Arbeit sein, dass die klinischen Daten der

Patienten retrospektiv gesammelt wurden, was dazu flhrte, dass in 44% der
Patienten der Grund fur den Abbruch der EFV-Therapie unbekannt war. Nur 52% der
Patienten brachen die Therapie wegen dokumentierter Nebenwirkungen ab. Wir
postulierten aber, dass ein frihzeitiger Abbruch der EFV-Therapie in der Regel auf
Nebenwirkungen zurlckzufuhren sein duarfte. In vielen Fallen war die Art der
Nebenwirkung nicht zu erfahren, so dass auch andere als zentralnervose
Nebenwirkungen wie zum Beispiel Exantheme miterfasst worden sein kdnnten. Die
gefundenen Effekte mussen durch eine prospektive Studie bestatigt werden, in der
Patienten, die ein Therapieregime mit EFV beginnen, kontinuierlich begleitet werden
und so das Auftreten von Nebenwirkungen prazise erfasst werden kann. Frauen
waren mit 28% der Teilnehmer an der Studie unterreprasentiert, der Anteil in der
Studiengruppe war mit 21% sogar noch geringer.

Zuletzt ist zu beachten, dass univariate und multivariate Analysen nur eine

Korrelation von Variablen anzeigen kénnen, jedoch keine kausale Beziehung.
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Der Zusammenhang zwischen CYP2B6 G516T und Metabolismus sowie
Plasmaspiegel von EFV darf als gesichert gelten; widersprichliche Evidenz gibt es
fur den Einfluss von T983C. Die Frage ist, wie viel Relevanz diese Erkenntnisse
neben dem Wissenszuwachs fur die Praxis haben. Dafur ist zunachst entscheidend,
wie viel Varianz des EFV-Plasmaspiegels diese SNPs aufzuklaren in der Lage sind.
Laut Arab-Alameddine klaren Polymorphismen von CYP2B6 31% der 65%igen
interindividuellen Varianz des EFV-Plasmaspiegels auf (Arab-Alameddine 2009);
einen ahnlichen Wert von 36% fand Kwara in der multiplen linearen
Regressionsanalyse der Daten von 65 Patienten. Motsinger ermittelte mittels
multifactor dimensionality reduction (MDR), dass G516T allein mit 69%iger
Genauigkeit den EFV-Plasmaspiegel von Afrikanern vorhersagen konnte, bei
Kaukasiern eine Kombination aus G516T und ABCB1 G2677T mit 82%iger
Genauigkeit (Motsinger 2006).

Allerdings sind noch eine ganze Reihe weiterer Faktoren bekannt, die Einfluss auf
den EFV-Plasmaspiegel nehmen. Dazu zahlen Compliance, Interaktion mit anderen
Substanzen, Unterschiede in der Absorption und weitere Einflisse auf die
Metabolisierung neben SNPs von CYP2B6 (Rodriguez-Novoa 2005).

Im Allgemeinen werden die meisten Medikamente Uber unterschiedliche
Stoffwechselwege abgebaut; Einflisse auf diese Mechanismen haben in der Regel
mehrere Gene und dabei auch Allel-Kombinationen. Des weiteren finden sich
komplexe Signalwege, die die Transkription von Genen regulieren, wie zum Beispiel
die oben beschriebenen nukledren Rezeptoren CAR und PXR, welche wiederum
genetische Polymorphismen aufweisen. Dass die Wissenschaft bei der Erforschung
dieser komplexen Netzwerke erst am Anfang steht, dirfte nicht zu bezweifeln sein.
Nicht zuletzt muss der Einfluss zusatzlich eingenommener Substanzen berlcksichtigt
werden, seien es nun verschriebene Medikamente, pflanzliche Substanzen oder
Drogen wie zum Beispiel Coffein und Nikotin, die alle einen Einfluss auf die
Verstoffwechselung von Substanzen haben konnen. Insbesondere bei der
antiretroviralen Therapie, die in der Regel aus einer Kombination dreier Substanzen
besteht, sind solche Einflisse beinahe notwendigerweise gegeben (Nolan 2006).
Auch die Metabolisierung von EFV wird Uber mehrere Mechanismen vermittelt und
kann so durch viele Faktoren beeinflusst werden. Wenn CYP2B6 eine verminderte
Funktion hat, kdnnen alternative Stoffwechselwege via CYP2A6 und CYP3A4/5 mehr
Bedeutung erlangen (di lulio 2009; Kwara 2009). Die EFV-Plasmaspiegel zeigen eine
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grolde interindividuelle Variabilitat, unabhangig von Genotypen wie G516T. Das zeigt
sich zum Beispiel darin, dass es in vielen Untersuchungen Personen gab, die trotz
CYP2B6 516TT EFV-Plasmaspiegel innerhalb des therapeutischen Bereichs hatten
(Haas 2004; Haas 2005; Rodriguez-Novoa 2005; Rotger 2005; Wang 2006; Rotger
2007; Kwara 2008; Nyakutira 2008; Wyen 2008; Kwara 2009).

Weiterhin ist CYP2B6 induzierbar, zum einen durch exogene Substanzen wie auch
EFV selbst, bezeichnet als Autoinduktion, zum anderen durch die oben
beschriebenen Transkriptionsfaktoren PXR und CAR; dass auch PXR und CAR
genetische Polymorphismen aufweisen, verdeutlicht die Komplexitdt des
Zusammenspiels der vielen Faktoren. Der Einfluss von CYP2B6-Induktoren bzw. -
Inhibitoren auf die Metabolisierung der Substrate von CYP2B6 mag begrenzt sein,
wenn homozygote CYP2B6-Varianten vorliegen, die auf Grund genetischer
Polymorphismen qualitativ und funktionell verandert sind, wie Kwara und
Ramachandran am Beispiel von Rifampicin, einem CYP2B6-Induktor, zeigen
konnten (Kwara 2008; Ramachandran 2009). Unter diesem Aspekt kommen SNPs in
CYP2B6 sicherlich eine bedeutende Rolle zu.

Angesichts dieser vielfaltigen Einflusse auf die Pharmakokinetik von EFV ist es
verstandlich, dass einzelne SNPs nur einen Teil der Varianz des EFV-
Plasmaspiegels aufklaren kdnnen. Die Frage fur die klinische Praxis ist, ob ein
Zusammenhang zwischen einzelnen SNPs und Metabolisierung so stark ist, dass er
trotz aller weiteren Einflusse klinisch relevant wird.

Eine grundlegendere Frage ist aber, ob der EFV-Plasmaspiegel Uberhaupt eine
Relevanz hat flr das klinische Ergebnis. Dazu existieren widerspruchliche Daten.
Marzolini postulierte einen therapeutischen Bereich von 1 — 4 mg/l, oberhalb dessen
verstarkte Toxizitdt und unterhalb dessen vermehrtes virologisches Versagen zu
befurchten sei (Marzolini 2001). Einige Autoren bestatigten diesen Zusammenhang
(Nunez 2001; Gallego 2004; Gutierrez 2005), viele fanden ihn nicht (Stahle 2004;
Clifford 2005; Kappelhoff 2005; Rotger 2007; Takahashi 2007; van Luin 2009).

Es wurden einige Falle beschrieben, in denen eine EFV-Dosisreduktion bei Patienten
mit exzessiv erhdhten EFV-Plasmaspiegeln und Nebenwirkungen zur Verbesserung
der Symptome flhrte (Hasse 2005; Mathiesen 2006; Gatanaga 2007; Gatanaga
2009). Es muss gleichwohl anerkannt werden, dass auch Patienten mit erhdhten
EFV-Plasmaspiegeln haufig eine Abnahme der Nebenwirkungen mit der Zeit erleben,

sie entwickeln Toleranz (Haas 2004; Gutierrez-Valencia 2009). Zudem fand van Luin
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viele Faktoren flir den Abbruch der Therapie mit EFV abseits des EFV-
Plasmaspiegels: Geschlecht, HBV- und HCV-Koinfektion, ART-Erfahrung, Zahl der
ART-Medikamente, Art des NRTI-Backbones und CD4-Zellzahl-Nadir. Er konnte
keine signifikant erhdhten EFV-Plasmaspiegel bei Patienten, die eine EFV-Therapie
wegen Nebenwirkungen abgebrochen hatten, gegenlber Patienten unter stabiler
EFV-Therapie nachweisen (van Luin 2009). Es mlssen also Faktoren existieren, die
die Auswirkung erhdhter EFV-Plasmaspiegel auf das klinische Befinden modifizieren
konnen. Die Tatsache, dass jedes Individuum anders mit Nebenwirkungen umgeht,
ist nicht zuletzt ein solcher Faktor, und das nur in dem Fall, dass uberhaupt
Nebenwirkungen wahrgenommen werden.

Dennoch ist nicht zu leugnen, dass eine relevante Beziehung zwischen CYP2B6
G516T und dem EFV-Plasmaspiegel besteht, und dass stark erhdohte EFV-
Plasmaspiegel zu vermehrten zentralnervdsen Nebenwirkungen fuhren kdénnen.
Daher sollte man bei Patienten, die unter EFV-Therapie deutliche und dauerhafte
psychiatrische Symptome entwickeln, den EFV-Plasmaspiegel bestimmen, und
eventuell auch den CYP2B6 G516T-Genotyp (Lowenhaupt 2007). In den Landern
sudlich der Sahara, wo der CYP2B6 G516T-Genotyp besonders haufig ist und der
NNRTI EFV regelmalig Bestandteil der Therapieregime ist, muss genau uberlegt
werden, wie diese Erkenntnisse in die Praxis umgesetzt werden kdonnen. Da die
Ressourcen in den meisten Landern sudlich der Sahara begrenzt sind, ist eine
Genotypisierung aller Patienten vor Therapiestart sicher nicht bezahlbar, ebenso
wenig wie die routinemafige Bestimmung der Medikamenten-Plasmaspiegel (Rotger
2008). Holford schlug mit der sogenannten target concentration intervention (TCI)
einen Ansatz vor, der aus patientenspezifischen Parametern wie Kreatinin-
Clearance, Alter und Gewicht mittels pharmakokinetischer Modelle den
wahrscheinlichen Plasmaspiegel vorhersagt. Dementsprechend kénnte man von
vornherein eine reduzierte Dosierung von EFV verabreichen, wenn sie nach dem
Modell die Zielkonzentration von EFV verspricht. Allerdings bezieht Holford ebenfalls
pharmakogenetische Parameter ein, was die Kosten wiederum steigern wirde
(Holford 1999). AuRerdem konnten fehlerhafte Vorhersagen mit unangebrachter
Dosisreduktion zu erniedrigten Plasmaspiegeln fuhren, die mdglicherweise
Resistenzentwicklung und Therapieversagen nach sich ziehen wirden.

Ein anderer Ansatz gerade fur die afrikanischen Lander stdlich der Sahara ware, in

dem Wissen um die Haufigkeit von G516T, bei Patienten mit starken
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Nebenwirkungen im steady state Plasmaspiegel-Bestimmungen durchzuflihren und
bei entsprechend erhdhten Werten eine Dosisreduktion z.B. von EFV auf 400 mg /
Tag bzw. 200 mg / Tag in Betracht zu ziehen. So lieRen sich Nebenwirkungen
verringern und die Compliance verbessern, und das unter Vermeidung unnétiger,
kostspieliger Untersuchungen. Da die Bestimmung von Plasmaspiegeln ebenfalls
hohe Kosten verursacht, ist auch dieser Ansatz kritisierbar. Allerdings wurden die
Zahl der Untersuchungen und damit die Kosten stark begrenzt, indem man sich auf
Patienten konzentriert, die tatsachlich unter Nebenwirkungen leiden. Wichtig ware,
herauszufinden, ob subjektiv beschwerdefreie Patienten mit hohen EFV-
Plasmaspiegeln langfristig Schaden erleiden. Ist das nicht der Fall, kdnnte man sich
guten Gewissens auf die Untersuchung von Patienten beschranken, die starke
Nebenwirkungen erfahren.

Die vorliegende Arbeit bestatigt die Assoziation des SNP G516T mit
Nebenwirkungen unter EFV-Therapie. Wegen der geringen Zahl von Patienten mit
dem SNP T983C ist eine Aussage Uber einen G516T analogen Zusammenhang mit
Nebenwirkungen unter EFV-Therapie nicht moglich. Weiters konnte unseres Wissens
erstmals ein Zusammenhang zwischen dem SNP C63396T und Nebenwirkungen
unter Therapie mit EFV gezeigt werden. Fir andere Polymorphismen der
Kernrezeptoren CAR und PXR gelang dies nicht. Die vorliegende Arbeit mdge ein
Anreiz fur weitere Forschungstatigkeit im jungen Gebiet der Pharmakogenetik sein.

Die erhobenen Befunde missen durch prospektive Studien bestatigt werden.

59



5 Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit, die Teil der GenTox-Studie ist, sollte Uberpruft werden, ob

Nebenwirkungen, die zum Abbruch der Therapie mit Efavirenz fUhren, mit einer
erhohten Frequenz der SNPs G516T und T983C in CYP2B6 assoziiert sind, welche
mit einer signifikanten Erhéhung der Plasmakonzentration von Efavirenz
einhergehen. Die GenTox-Studie folgt der Pharmacogenetics-Studie von Wyen, in
der unter anderem eine Assoziation erhdhter EFV-Plasmaspiegel mit den SNPs
G516T und T983C nachgewiesen werden konnte. Weiterhin sollte in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss des SNP C540T in CAR und der SNPs T44477C,
C63396T und A7635G in PXR auf die Haufigkeit eines EFV-Therapieabbruchs
wegen Nebenwirkungen untersucht werden.

Es wurden Patienten aus dem Deutschen Kompetenznetz HIV/AIDS rekrutiert, die
mit EFV behandelt worden waren. Dabei wurden Patienten, welche die Therapie mit
dieser Substanz innerhalb von drei Monaten abgebrochen hatten, Patienten unter
dauerhafter EFV-Therapie gegenubergestellt.

Die vorliegende Arbeit bestatigt die Assoziation des SNP G516T mit
Nebenwirkungen unter EFV-Therapie. Wegen der geringen Zahl von Patienten mit
dem SNP T983C ist eine Aussage Uber einen G516T analogen Zusammenhang mit
Nebenwirkungen unter EFV-Therapie nicht moglich. Weiters konnte unseres Wissens
erstmals ein Zusammenhang zwischen dem SNP C63396T in PXR und
Nebenwirkungen unter Therapie mit EFV gezeigt werden. Fir die anderen oben
genannten Polymorphismen der Kernrezeptoren CAR und PXR gelang dies nicht. Es
mag eine Limitation der vorliegenden Arbeit sein, dass die klinischen Daten der
Patienten retrospektiv gesammelt wurden, was dazu flhrte, dass in 44% der
Patienten der Grund fur den Abbruch der EFV-Therapie unbekannt war. Nur 52% der
Patienten brachen die Therapie wegen dokumentierter Nebenwirkungen ab. Wir
postulierten aber, dass ein frihzeitiger Abbruch der EFV-Therapie in der Regel auf
Nebenwirkungen zurickzuflhren sein durfte.

Die klinische Relevanz der erhobenen Befunde bedarf weiterer Untersuchungen, da
viele weitere Einflussfaktoren auf die Vertraglichkeit der Therapie mit EFV existieren.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit missen durch prospektive Studien bestatigt

werden.
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