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EDITORIAL

Sehr geehrte Kolleginnen und Kallegen,
sehr geehrte Damen und Herren,

ich freue mich, Ihnen die zweite Ausgabe des »Retroviren Bulletins« des Jahres 2022
aus Munchen vorzustellen.

PD Dr. Philipp Schommers stellt in seinem Artikel das Potenzial breit neutrali-
sierender Antikorper (bNAbs) in der Therapie und Pravention von HIV-1-Infektionen
dar. Bei COVID-19 haben bNAbs flr bestimmte Patientengruppen bereits Einzug
in den klinischen Alltag gefunden. Dr. Schommers veranschaulicht die derzeitigen
wissenschaftlichen Fragestellungen und Herausforderungen auf dem Weg zu einer
hoffentlich breiten klinischen Anwendung von bNAbs auch bei der HIV-Infektion.

In dieser Ausgabe zieht Prof. Josef Eberle als »Diagnostiker der ersten Stunde«
eine Zwischenbilanz, was das Labor bei der Diagnostik und Therapietiberwachung
der HIV-Infektion leisten kann. Das breite Spektrum an Fragen, Untersuchungsver-
fahren und Losungsansatzen zeigt, dass auch in Zukunft eine hohe diagnostische
Expertise an der Schnittstelle von Labor und Klinik erforderlich sein wird.

Franziska Schrapel und Prof. Josef Eberle berichten gemeinsam uber den in-
teressanten Fall einer HIV-1-Enzephalitis. Die differentialdiagnostische Ursachen-
forschung fiihrte unter anderem auch tber Bildgebung, HIV-Resistenzbestimmung
sowie liguorchemische Diagnostik zum Erfolg durch eine antiretrovirale Therapie-
anpassung. Mitentscheidend waren hartnackige Versuche der genotypischen Re-
sistenzbestimmung auch bei niedrigen Viruslasten.

In der Rubrik »Fur Sie gelesen« widmet sich cand. med. Adrian Ruhle dem An-
satz der Gentherapie bei HIV-Infektionen. Er stellt dar, was diese eigentlich beinhal-
tet und ob wir in Zukunft mit Hilfe gentherapeutischer Ansatze dem langersehnten

Ziel der Heilung von HIV ein Stiick naherkommen kénnen.

Bleiben Sie gesund! Mit allen guten Wiinschen,

0.%

Ihr Professor Oliver T. Keppler




DIAGNOSTIK UND THERAPIE

Breit neutralisierende Antikorper zur Therapie und Pravention
von HIV-1-Infektionen

Trotz des enormen Erfolgs in der antiretroviralen Therapie (ART) und Prdvention von HIV-Infektionen werden Antikorper ge-
gen HIV weiterhin weltweit mit viel Aufwand erforscht. Vor allem die breit neutralisierenden Antikorper (bNAbs), die teils bis
zu 100 % der getesteten Viren neutralisieren konnen, sind hierbei von besonderem Interesse, denn sie vereinen gleich mehrere
positive Eigenschaften. Im Vergleich zu den meisten derzeit verfligharen antiretroviralen Medikamenten unterbrechen bNAbs
die virale Replikation, indem sie an das Hullprotein (envelope) von HIV andocken (Abb. 1). Hiermit verhindern sie zum einen die
Fusion des Virus mit der Wirtszelle und sind auBerdem durch Interaktionen mit anderen Immunzellen (T-Zellen, NK-Zellen etc.)
in der Lage, weitere antivirale Mechanismen des Immunsystems zu aktivieren. So kénnen bNAbs eine starkere Antwort des
Immunsystems gegenuber HIV induzieren, indem sie Uber den Fc-Teil weitere Immunzellen aktivieren, die ihrerseits dann ver-
schiedene antivirale Abwehrmechanismen in Gang setzen [1]. Zudem fiihrt eine Gabe von bNAbs zu einer besseren humoralen
Antwort des Immunsystems [2]. AuRerdem haben bNAbs eine lange Halbwertszeit von mehreren Wochen bis Monaten [3], was
eine Behandlung/Pravention mit bNAbs durch Injektionen mit mehreren Monaten Abstand denkbar macht. Sollten hier noch
Depot-Effekte genutzt werden konnen, wie sie z.B. bei der Long-acting-ART angewandt werden, kdnnten sogar noch groBere
Zeitintervalle moglich sein.

Die jungsten klinischen Erfolge von Ebolavirus- und SARS-CoV-2-neutralisierenden Antikorpern haben das Potenzial
monoklonaler Antikorper fur die Behandlung und Pravention von Viruserkrankungen aufgezeigt [4, 5]. Antikdrper haben be-
reits die Behandlung von onkologischen und rheumatologischen Erkrankungen revolutioniert und werden in Zukunft sicherlich
auch zur Behandlung von infektiologischen Erkrankungen immer mehr eingesetzt werden. Am Beispiel von SARS-CoV-2 zeigte
sich bereits einerseits das grol3e Potential monoklonaler Antikorper, andererseits zeigte sich jedoch auch rasch, dass solche
Therapien immer wieder an das Virus angepasst werden mussen, da durch Mutationen im Oberflachenprotein die Wirkung der
Antikorper verloren gehen kann [6]. Auch erste klinischen Studien zu HIV-1 zeigen, welche Herausforderungen noch zu bewal-
tigen sind fir eine breite klinische Anwendung von bNAbs zur Therapie und Pravention von HIV-1-Infektionen. Im Folgenden

werden kurzlich identifizierte HIV-1-Antikorper vorgestellt, die Ergebnisse aktueller klinischer Studien und deren Auswirkun-

gen diskutiert und Ansatze zur Optimierung der zukunftigen klinischen Anwendung von bNAbs vorgestellt.

Identifizierung von bNAbs

Untersuchungen in grofen Kohorten mit
HIV-1-Infizierten haben gezeigt, dass nur
ein Bruchteil dieser Patienten es schafft,
bNAbs zu entwickeln [7]. Aus diesen soge-
nannten Elite-Neutralizern schaffte man
es dann in den letzten 10 bis 15 Jahren
durch neue molekulargenetische Verfah-
ren, mehr und mehr hochaktive bNAbs zu
isolieren. Nachdem die DNA der jeweiligen
B-Zelle, welche den hochaktiven bNAb pro-
duziert, isoliert ist, konnen bNAbs im Labor
im grof’en MaBstab als monoklonale Anti-
korper hergestellt und getestet werden. So
wurden seit etwa 2009 viele verschiedene
bNAbs identifiziert, die an verschiedens-
te Epitope des HIV-Hullproteins andocken
(Abb.2) [8]. Fortlaufend werden Antikor-
per entdeckt, die neue, bisher unbekann-
te Fahigkeiten haben: Mit N49P7 identifi-
zierten Sajadi et al. den ersten bNAb gegen
die CD4-Bindungsstelle (CD4bs), der bis zu

100 % der getesteten Stamme abdeckt [9].
Antikorper 1-18, ein weiterer kdrzlich iso-
lierter CD4bs-bNAD, ist der erste bNAb, der
in der Lage ist, virale Fluchtmutationen in
vivo zu begrenzen [10]. LNO1 ist ein bNADb,
welcher gegen die hochkonservierte Unter-
einheit der MPER (membrane-proximal ex-
ternal region) des gp41 gerichtet ist. Uber
zwei spezifische Lipidbindungsstellen ist
es LNO1 moglich, sowohl an die Transmem-
branregion, als auch an Lipide zu binden
[11]. Dartber hinaus wurde mit PGO5 und
SF12 eine neue Klasse von bNAbs entdeckt,
die an das so genannte Silent Face auf der
HIV-1-Hlle binden, welches bisher fir im-
munologisch nicht aktiv gehalten wurde
[12,13].

Klinische Studien mit bNAbs

Einige dieser bNAbs sind mittlerweile in kli-
nischen Studien getestet worden. Dazu ge-
horen bNAbs, die an die CD4-Bindungsstelle

(VRCO1, 3BNC117, VRCO7-523, N6), den V/3-
Loop (10-1074, PGT121), den V1/V2-Loop
(PGDM1400, CAP256V2) und an die MPER-
Region (10E8V) binden.

In mehreren Phase |-l -Studien konn-
ten einige dieser Antikdrper bereits zeigen,
dass ihre Gabe sicher ist, sie eine effektive
antivirale Aktivitat haben und sie die Zeit
bis zu einem Rebound der Viruslast verzo-
gern konnen, wenn beispielsweise initial
behandelte Patienten ihre ART pausieren
[14]. AulBerdem konnte die kiirzlich verof-
fentlichte Antibody-mediated-prevention
(AMP)-Studie zeigen, dass der Antikorper
VRCO1 zwar auf die gesamte Kohorte ge-
sehen nicht vor HIV-Infektionen schitzen
konnte, er jedoch gegentber VRCO1-sensib-
len Viren eine deutliche Schutzwirkung bot
[15]. Dieses Ergebnis ist insbesondere des-
halb von groBer Bedeutung, da inzwischen
sehr viel potentere und breiter wirksame
Antikorper als VRCO1 zur Verfligung ste-
hen und mit diesen eventuell eine besse-
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Abb. 1: Kryo-Elektronenmikroskopische Aufnahme des HIV-Hdllproteins (hellgrau: gp120, dunkel-

grau: gp41), an den die Antikérper 1-18 (pink) und 10-1074 (blau) binden.
(Quelle: Schommers et al.: Cell 2020).
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Abb. 2: Breit neutralisierende Antikorper (bNAbS), welche an die CD4-Bindestelle (CD4bs, blau),
den \V1/2-Loop (griin), den V3-
die Silent-Face-Region (schwarz) und an das Fusionspeptid (braun) des HIV-Hdllproteins (grau)

binden.

Loop (violett), das Interface (orange), die MPER-Region (rot),

Die Farben der multispezifischen Antikorper spiegeln die jeweiligen Epitope wieder.
(Quelle: Gruell & Schommers, Curr. Opinion in Virol. 2022).

re Schutzwirkung vermittelt werden kann.
In allen bisherigen klinischen Studien zeigt
sich jedoch, dass die Eigenschaft des HI-Vi-
rus, rasch Fluchtmutationen auszubilden,
eine grolde Hirde fur die zukinftige Thera-
pie und Pravention mit bNAbs darstellt.

Virale Fluchtmutationen
als Herausforderung

Analog zur frihen ART, welche als Mono-
therapie haufig zu Resistenzen fuhrte, ist
auch bei bNAbs eine rasche Entwicklung
von Fluchtmutationen zu sehen, wenn An-
tikérper einzeln gegeben werden oder nur
einzeln aktiv sind. Jedoch zeigte sich auch
in der Antikorpertherapie, dass im Vergleich
zur Monotherapie die kombinierte Verab-
reichung von zwei bNAbs mit nicht Gberlap-
penden Epitopen zu einer potenteren und
langer anhaltenden antiviralen Wirkung
fuhrt. Solange die Antikorper in therapeu-
tischer Konzentration im Serum vorlagen,
zeigte sich zudem keine Resistenzentwick-
lung [16]. Letztlich sind jedoch Resistenzen
gegenuber bestimmten bNAbs in Patien-
ten weit verbreitet, sodass die Selektion der
richtigen bNAb-Therapie flr den jeweiligen
Patienten entscheidend ist fiir den spate-
ren Therapie- oder Praventionserfolg. Hier-
flr stehen jedoch aktuell noch keine Me-
thoden bereit, die einen breiten klinischen
Einsatz erlauben, da die Vorhersage eines
Phanotyps aus Sequenzdaten hadufig zu un-
genau ist und genauere Methoden noch mit
groBem Arbeitsaufwand und Kosten ver-
bunden sind.

Reduktion des viralen Reservoirs
mit bNAbs

Der groBBe Pool latent infizierter Zellen —das
sogenannte virale Reservoire —ist eines der
Haupthindernisse fiir eine Heilung HIV-1-
infizierter Personen und die Hoffnung ist
groB, dass zukilnftig bNAbs effektiv zur
Verringerung dieses Reservoirs beitragen
konnen. Um die GroBe dieses latenten Vi-
rusreservoirs zu verringern zielt die so ge-
nannte Shock-and-Kill-Strategie darauf
ab, latent infizierte Zellen zu aktivieren,
die dann durch den Kill-Teil beseitigt wer-
den konnen, der durch cART oder andere
antivirale Wirkstoffe wie bNAbs vermittelt
wird [17]. Aufgrund ihrer starken neutrali-
sierenden Wirkung und ihrer Fc-vermittel-
ten Effektor-Funktionen wurde schon frih
diskutiert, bNAbs flir diese neue Strategie
einzusetzen. Zwei kirzlich veroffentlichte
Studien, in denen CD4bs-bNAbs zusammen
mit Histon-Deacetylase (HDAC)-Inhibitoren
getestet wurden, zeigten jedoch keine Wir-
kungaufdasvirale Reservoir und auf die Zeit
bis zum viralen Rebound bei zuvor avirami-




schen Patienten. In einer einarmigen Studie,
in der acht Patienten VRCO7-523LS in Kom-
bination mit Vorinostat erhielten, wurde
keine signifikante Verringerung des laten-
ten HIV-Reservoirs festgestellt [18]. Auch
in einer ahnlich konzipierten Studie, in wel-
cher der CD4bs-bNAb 3BNC117 zusammen
mit Romidepsin gegeben wurde, zeigte sich
keine Verringerung des zellassoziierten Vi-
rusreservoirs und die Kombination verlan-
gerte nicht die Zeit bis zum viralen Rebound
im Vergleich zur Kontrollgruppe [1]. Die-
se Studien machen deutlich, dass es nach
wie vor schwierig ist, das latente Virusre-
servoir beim Menschen signifikant zu re-
duzieren und dass moglicherweise wirksa-
mere Wirkstoffe fur die HIV-Reaktivierung
(Shock) und den antiviralen (Kill) Teil dieses
Therapie-Konzepts erforderlich sind.

Fazit

Breit neutralisierende Antikérper sind im
Allgemeinen sicher, ihre schon generell lan-
ge Halbwertszeit lasst sich durch Modifi-
kationen noch weiter verlangern, sie haben
eine sehr potente antivirale Wirkung und
konnen durch Fc-vermittelte Effekte eine
verbesserte Immunreaktion gegenuber
HIV-1 auslosen. Die Ergebnisse verschie-
dener Proof-of-Concept-Studien haben
jedoch gezeigt, dass noch einige Hirden
zu nehmen sind, bevor bNAbs in der Kli-
nik eine breite Anwendung finden werden.
Die Virusresistenz stellt nach wie vor eine
groBe Herausforderung dar, konnte aber
durch bNAb-Kombinationen oder Antikor-
per, die die Fluchtmutationen verhindern,
Uberwunden werden. Passive Immunisie-
rungsstrategien werden auf wirksamere
bNAbs und/oder Kombinationen mehrerer
bNAbs angewiesen sein, um einen wirksa-
men Schutz vor einer Infektion zu bieten.
Auch eine Verringerung des Reservoirs mag
durch bNAbs maglich sein, erfordert aber
neue Strategien und Ansatze als die bisher
erprobten.

Nach zahlreichen sehr vielversprechen-
den klinischen Studien, aber auch den ers-
ten Riickschlagen, missen zukiinftige Stu-
dien nun auch beweisen, dass bNAbs in der
klinischen Anwendung eine wichtige Rolle
spielen werden. Hierfiir missen neue in-
telligente Konzepte mit den besten aktuell
verfliigbaren Antikorpern erprobt werden,
um das Potential der Kombination von
mehreren hochaktiven bNAbs voll aus-
zuschopfen. Zuletzt ist die Forschung an
den bNAbs jedoch auch ganz entscheidend
fur die weitere Entwicklung einer Impfung
gegen HIV-Infektionen. Diese Impfungen
werden neutralisierende Antikorper indu-
zieren mussen, um effektiv vor Infektionen
schitzen zu konnen. Aus den bisherigen

Arbeiten hat man gelernt, wie solche Anti-
korper aussehen miissen und wie sie even-
tuell durch eine Impfung zu induzieren sind.
Erste klinische Studien mit entsprechen-
den neuen Impfkandidaten sind bereits
gestartet (NCTO5001373):

» https://clinicaltrials.gov/ct2/show/
NCT05001373
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DIAGNOSTIK UND THERAPIE

Was kann das Labor zur Diagnostik und Therapie-
Uberwachung der HIV-Infektion leisten?

Seit den Anfangen der Labordiagnostik fur die HIV-Infektion im Sommer 1984 und ersten kommerziellen Suchtests ab Sommer

1985 hat sich viel getan. Die HIV-Diagnostik ist flr die Infektionsserologie und die molekulare Infektionsdiagnostik zum Motor

fur die Entwicklung von Testwerkzeugen in grof3en Bereichen der medizinischen Mikrobiologie geworden.

Serologische Suchtests

Auf dem Sektor der serologischen Tests
sind HIV-Suchtests Spitzenprodukte, was
Sensitivitat und Spezifitat angeht. Die Spe-
zifitat in den Zulassungsstudien mit Blut-
spendern liegt regelmaRig tber 99,85 %. Wir
sehen also weniger als zwei falsch-positive
Ergebnisse auf 1.000 nicht-infizierte Getes-
tete. Bei Krankenhauspatienten ist die Spe-
zifitat etwas geringer, aber immer noch im
Bereich von ca. 99 %. Die Sensitivitat ist ab-
hangig von der Zeitspanne zwischen Infek-
tion und Blutabnahme. Aktuelle Suchtests
der 4. Generation erfassen jede HIV-Infek-
tion, die langer als 12 Wochen besteht, zu
annahernd 100 %. Sechs Wochen nach der
Infektion sind es bereits Gber 99 %. HIV-1-
p24-Antigen wird in Laborkombitests mit
Nachweisgrenzen im Bereich von weniger
als 50 pg/ml detektiert. Damit und durch
die geschickte Verwendung des Sandwich-
Prinzips sowie die Auswahl geeigneter
Antigene konnen parallel erste IgM-Ant-
worten neben lebenslang persistierenden
lgG-Antikorpern Ubergangslos bereits ab
der 4. Woche nach einer Infektion erkannt
werden. Es werden alle heute bekannten
HIV-1-Varianten sicher erfasst. Dazu geho-
ren HIV-Infektionen mit der weltweit domi-
nierenden Hauptgruppe M (ca. 40 Millionen
lebende Infizierte) mit allen Subtypen (A bis
L [1]), Gber 100 definierte »zirkulierende re-
kombinante Formen« (CRFs), neue rekom-
binante Viren, viel seltenere Infektionen mit
Viren der Gruppe O (einige 10.000 weltweit),
die sehr seltenen Viren der Gruppe N (<20
Isolate) — bis hin zu den extrem seltenen Vi-
ren der Gruppe P (< 5). Zusatzlich erfassen
diese Suchtests auch alle Infektionen mit
HIV-2 (aller Gruppen und Rekombinanten)
mit der Einschrankung, dass die Zeit bis zur
Serokonversion eventuell bis zu drei Mona-
te dauern konnte.

Fir die Selbstanwendung auBerhalb
eines Labors wurden einfach zu handha-
bende Tests entwickelt, die spatestens
drei Monate nach der Infektion aus einem
Tropfen Blut ebenfalls alle HIV-Infektionen
nachweisen konnen.

bei angenommener Pravalenz 33% 10%

korrekter orhersagewert 99,7%
bei 99,85 % Spezifitat

=BLUTSPENDER

korrekter Vorhersagewert 98% 92%
bei 99 % Spezifitat

=PATIENT

98,6% 957%

33% 1% 0.3% 01% 0,01%

87% 67% 40% 6,3%

60% 93,7%

77% 50% 23% 9%

Abb. 1: Abhdngigkeit der Korrektheit fir positive Suchtestergebnisse von der Pravalenz.
Flr bestimmte Pravalenzwerte (Durchseuchungen) wurde exemplarisch der positive pradiktive
Wert bei gegebener Spezifitat des HIV-Suchtests fiir BLUTSPENDER (obere Halfte) und

fir PATIENTEN (untere Halfte) berechnet.

Blutspender haben in Deutschland typischerweise eine geringere HIV-Pravalenz als 1:10.000; bei
Patienten liegt die Pravalenz je nach Ambulanz bei etwa 1:1.000 oder hoher (schwarz umrandet).

Bestatigungstest
und Therapieliberwachung

Mit der Entwicklung von Immunoblots und
Line-Immuno-Assays (LIA) wurde eine Be-
statigungstestebene geschaffen, die ber
Mustererkennung unspezifische Reaktio-
nen in den Suchtests zeitnah aufdecken
kann. Obwohl die Fehlerrate der Suchtest-
ebene sehr gering ist (Spezifitat >99 %, s.0.),
ist bei niedrigen Pravalenzen — Deutsch-
land: ca. 0,1 % — immer der Vorhersagewert
fur positive Ergebnisse sehr niedrig und da-
her eine Bestatigung unverzichtbar (Abb.1).

Auf der molekularen Testebene war
ebenfalls die HIV-Diagnostik Schrittgeber
fur die rasante Entwicklung moderner Ver-
fahren. Die hohe Variabilitat zwang Test-
hersteller zur Erstellung akkurater Align-
ments vieler Virusstamme, um ausreichend
konservierte Regionen im Virusgenom zu
erkennen. Parallel zu dieser Optimierung
wurden weitere, seltenere Virusgruppen
entdeckt, sodass es doch bis ins letzte Jahr-
zehnt gedauert hat, bis Nukleinsaurenach-
weisverfahren (NAT) alle HIV-1-Infektionen
erfassen konnen. Die gebrauchlichen Real-
time-Verfahren erlauben eine Quantifizie-
rung der Viruskonzentration im Blutplas-
ma von kleiner 50 bis zu mehreren Millionen
RNA-Kopien pro Milliliter! Interne Kontrol-
len, die — beginnend bei der Extraktion Uber
die Umschreibung der Virus-RNA in DNA bis

zur Amplifikation — den gesamten Prozess
Uberwachen, sind heute in allen NAT-Syste-
men Standard. Fur viele Realtime-Anwen-
dungen gibt es inzwischen auch Kartu-
schen-Testsysteme, die durch ihre einfache
Anwendung bestechen und fir eine Ran-
dom-access-Abarbeitung geeignet sind.

Analyse des Therapieversagens

Beim Versagen der HIV-Therapie wurde die
Sequenzierung der Nukleinsauresequen-
zen fur die virale Protease und die Reverse
Transkriptase schon vor 25 Jahren begon-
nen. Die Diskussion um die Bedeutsam-
keit minorer Viruspopulationen bei der
Resistenzanalyse beforderte den techno-
logischen Umschwung von der Sanger-Me-
thode zum Next-Generation-Sequencing
(NGS). Inzwischen wird regelmdBig auch
das Gen der Integrase sequenziert und fir
spezielle Therapien mit Fusions-Inhibitoren
und CCR5-Antagonisten Teile der Virushiille
aufgeschlisselt.

Die HIV-Diagnostik hat eine Spitzen-
position eingenommen und viele andere
Bereiche der Infektionsmedizin zu einer ho-
heren Qualitat (Vorhersagewerte fir nega-
tive und positive Ergebnisse; quantitative
Ergebnisse) und Geschwindigkeit (kirze-
re time-to-result) mitgerissen. Wir haben
hohe Standards erreicht. Gibt es da Uber-
haupt noch offene Fragen?




Neue und alte Grenzen
des Nachweises der HIV-Infektion

PEP und PreP
konnen die Diagnose verzogern

Wir haben mit der Post-Expositions-Pro-
phylaxe nach Risikokontakten (PEP) und
mehr noch durch die Pra-Expositions-Pro-
phylaxe (PrEP) bei Méannern, die Sex mit
unterschiedlichen Mannern (MSM) haben,
die Konstellation, dass um den Zeitpunkt
der tatsdchlichen Infektion Medikamente
eingenommen werden, welche die HIV-Re-
plikation drosseln, aber nicht zuverlassig
komplett unterbinden. In mehreren gro-
Ren Studien zeigte die PrEP eine mittle-
re Schutzrate von ca. 86 % [2]. Wenn in der
Frihphase einer Infektion die Virusrepli-
kation verlangsamt ist, fihrt das zwangs-
laufig auch zu einer Verzogerung des p24-
Antigen-Nachweises und zur Verspatung
der immunologischen Erkennung und da-
mit der Antikorperbildung [3]. Leider gilt das
auch fir den Nachweis von HIV-RNA mittels
PCR [4]. Alle oben beschriebenen zeitlichen
Grenzen flr den Nachweis einer HIV-Infek-
tion sind damit verwischt. Diese Unsicher-
heit macht auch die klinische Entscheidung
eines Wechsels von PrEP zur antiretrovi-
ralen Therapie (ART) kompliziert, weil beim
Auslassversuch, der fir die endgtiltige Dia-
gnose notig ist, ein potentieller Schaden fir
das Immunsystem der Patienten entstehen
kann, den man gerne durch eine sehr frithe
Therapie vermeiden wurde.

Unspezifitaten bei serologischen Tests

Die aufgeflihrten Spezifitdaten werden in
grolRen Zulassungsstudien bei gesunden
Blutspendern erhoben. Das ist anders nicht
praktikabel, da die GroBenordnung an Pro-
banden filr die Messung und Berechnung
derart exakter Werte deutlich dber 10.000
liegen muss. In der klinischen Praxis wer-
den die Tests dann aber an kranken Per-
sonen durchgefihrt, in deren Blut teilweise
heftige Immunreaktionen ablaufen. Damit
ist die Rate an beobachteten falschen Er-
gebnissen deutlich hoher. Zur Klarung muss
daher ofter ein serologischer Bestatigungs-
test durchgeftihrt werden oder eine NAT, die
aber nur bei eindeutig positivem Ergebnis
(>1000 Kopien/ml) die serologische Besta-
tigung ersetzen kann [5].

Ist nur der Suchtest reaktiv, Bestati-
gungstest und NAT aber negativ, handelt es
sich meist um ein unspezifisches Suchtest-
ergebnis. Hier kann es schon ausreichen si-
cherzustellen, dass das Serum gut durch-
geronnen ist, ein zweites Mal zentrifugiert
wird oder fir einige Stunden gekihlt gela-
gert, bevor man den Suchtest wiederholt.
Aber bei bestimmten Patientengruppen
sollte auch an human-anti-mouse-antibo-

positive Kontrolle ’

negative Kontrolle ’

1 - fraglich ’
2 - fraglich ]
3 - fraglich ’

4 — unspezifisch ’

5 - fraglich und ’

unspezifisch

Abb.2: Serologischer Bestatigungstest: Beispiel Linie-Immuno-Assay (LIA).

blauer Rahmen: Banden fir die Prozesskontrolle, durch welche die Zugabe des Patientenserums,
die korrekte Testdurchfihrung und Farbung kontrolliert werden sowie der Cutoff definiert ist.
roter Rahmen: fir den HIV-1-Infektionsnachweis giiltige Antigenbanden (von links nach rechts):

sgp120 - gp4l1 - p31 - p24 - p17

griiner Rahmen: fir den HIV-2-Infektionsnachweis giiltige Antigenbanden (von links nach rechts):

p31 - p24 - p17 - sgp105 - gp36.

Die Proteinstrukturen der HIV-1-Integrase (p31) und des Gag-Gens (p24 und p17) sind bei HIV-2
hinreichend konserviert, sodass es bei HIV-2-Infektionen zur Kreuzerkennung kommt.

Bei den Patienten mit fraglichen Ergebnissen im LIA (Spuren 1 bis 4) konnte im zeitlichen Verlauf
eine HIV-Infektion ausgeschlossen werden. Der zu Spur 5 gehorende Patient ist mit HIV-1 infiziert.

dies (HAMA) gedacht werden, die z.B. nach
einer friheren Therapie mit Rituximab (chi-
marer monoklonaler Maus/Mensch-Anti-
CD20-Antikorper) auftreten kénnen und die
mit dem Testprinzip in Konflikt geraten.

Manchmal flhren Bestatigungstests
nicht zu einer Klarung, weil z.B. die NAT ne-
gativ ist und der Immunoblot/LIA kein ein-
deutiges Ergebnis liefert (Abb. 2, Spuren 1, 2
und 3). Solche Konstellationen — reaktiver
HIV-Suchtest und einzelne Bande im Im-
munoblot/LIA — konnen mehrere Erklarun-
gen haben:

1. beginnende HIV-1-Serokonversion
(bei negativer HIV-1-NAT extrem un-
wahrscheinlich, aul3er, der Patient
nimmt eine PrEP/cART);

2. HIV-2-Serokonversion bei Farbung von
HIV-2-Antigenen (sehr theoretisch,
wurde bisher in Deutschland meines
Wissens noch nie gesehen);

3. unspezifische Aktivierung eines B-Zell-
klons mit Bildung von Antikorpern, die
an antigene Strukturen im Testsystem
binden, haufiger im Zusammenhang mit
Immunaktivierung durch Allergien oder
andere Infektionen (z.B. SARS-CoV-2).

Gelegentlich hilft zur Klarung nur ein er-
neuter Bluttest nach mehreren Wochen. Im
Falle einer HIV-Infektion wiirde man eine
deutliche Signalzunahme im Suchtest und
die Erkennung mehrerer Banden im Besta-
tigungsverfahren erwarten. Bei gleichblei-
bender Situation oder bei Abschwachung
der Reaktion spricht das gegen eine HIV-
Infektion.

Daneben existieren technische Pro-
bleme bei der Auswertung des serologi-
schen Bestatigungsverfahrens, wenn z.B.
der ganze Streifen eine dunkle Farbung an-
nimmt und damit die maschinelle Auswer-
tung verhindert (Abb. 2, Spuren 4 und 5).

Die Erklarung fir diese starke Hinter-
grundfarbung liegt in einer Reaktion der
Patientenantikorper gegen das blockieren-
de Protein, das alle ungenutzten Bereiche
des Streifens bedeckt, also Stellen, auf de-
nen keine virusspezifischen Antigene auf-
gebracht sind. Beim blockierenden Protein
handelt es sich meist um bovines Serum-
albumin alias non-fat dry milk (Trocken-
milchpulver), und der Patient hat Antikorper
gegen Kuhmilch. In einem Beispiel (Abb. 2,
Spur 5) hatte der Patient aber zusatzlich
HIV-spezifische Banden und wie sich bei
der PCR herausstellte: eine anbehandelte
HIV-1-Infektion.

Unspezifitdten bei molekularen Tests

Man konnte meinen, die Spezifitat der Be-
statigung einer Infektion mittels NAT sei
Uber jeden Zweifel erhaben, aber dennoch
tauchte ktirzlich ein erster Fall auf, bei dem
eine Patientin, obwohl sie nicht mit HIV in-
fiziert war, ein positives Ergebnis fir HIV-
RNA erhielt [6]. Die Patientin hatte eine chi-
mare Antigenrezeptor(CAR)-T-Zelltherapie
mit einem lentiviralen Vektor der 3. Genera-
tion erhalten und dieser enthalt Sequenzen,
die vermutlich mit dem 5-LTR- und Gag-
Genbereich des HIV-1 Ubereinstimmen.
Somit werden mit NATs, deren Zielregio-
nen dort liegen, falsch positive Ergebnisse

http://www.mvp.uni-muenchen.de/nationales-referenzzentrum-fuer-retroviren/
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erzielt. NAT-Verfahren, die diese Bereiche
meiden, sind dagegen nicht betroffen.

Resistenztestung

Bei versagender ART mit wiederholt nach-
weisbaren, geringen Viruslasten >200 Ko-
pien/ml wird von der Deutschen AIDS-
Gesellschaft (DAIG) eine Resistenzanalyse
empfohlen [7], was jedoch haufig proble-
matisch ist. Das hat mehrere Griinde:

1. Der zu untersuchende Virusabschnitt
ist in der Regel weit weniger gut konser-
viert als der Abschnitt fur die Virus-
quantifizierung.

2. Wahrend fur die Viruslastbestimmung
nur ein kurzes Stlck von 100 bis 200
Basen der HIV-RNA amplifiziert wird,
sind es fur die Resistenzsequenzierung
Stucke von 400 bis 2.000 Basen.

3. Die hohe Variabilitat zwischen den
HIV-1-Subtypen der Gruppe M stellt
eine zusatzliche Herausforderung fir
die Definition geeigneter Primer dar.

Es gilt also immer: Die Effizienz der Ampli-
fikation vor dem Sequenzierungsverfahren
ist schlechter als die der Viruslast-Tests,
und daher Iasst sich nicht in jedem Fall ein
Ergebnis erzielen.

Alternativen sind, HIV aus einem gro-
Reren Plasmavolumen (ca. 10 ml) zu kon-
zentrieren oder eine Resistenztestung aus
proviraler DNA aus Lymphozyten (EDTA-
Blut) durchzufiihren. Fir beide Verfahren
empfiehlt sich der direkte Kontakt mit dem
durchfiihrenden Labor und gegebenenfalls
etwas Geduld bzw. ein zweiter Versuch,
wenn es beim ersten Mal nicht klappt.

Sanger versus NGS

Bisher zeichnen sich keine prinzipiellen
Unterschiede zwischen den Ergebnissen
aus den beiden Verfahren ab. Das ist we-
nig Uberraschend, da eine haufige Entde-
ckung minorer Varianten, die sich noch nicht
durchgesetzt haben, aber bei besserer Auf-
l6sung schon nachweisbar waren, unwahr-
scheinlich ist.

Doch gerade dieser mangelnde Unterschied
ist unbefriedigend!

In den Informationen, die wir aus dem NGS-
Verfahren gewinnen, sollte es moglich sein,
mehr Uber den Zustand der Interaktion zwi-
schen Virus und Wirt zu erfahren:

= \Wie viele Uberalterte Virussequenzen
mit Stopp-Codons oder APOBEC-
Mutanten erkennen wir?

= \Was bedeuten diese Mutationen, wenn
sie zufdllig auf einem fiir die Resistenz
wichtigen Codon zu liegen kommen?

= Handelt es sich um replizierende Viren

oder nur um freigesetzten »\Virus-
schrott« aus sterbenden Zellen?

Besonders fir die Bewertung proviraler Se-
quenzen fehlt hier weiterhin ein Konsens
zwischen den NGS-Anwendern und die Do-
kumentation des Vorteils von NGS- versus
Sanger-Sequenzen fir die Behandlung von
Patienten.

Bezieht man neuere Therapieoptionen
(Ibalizumab, Lenacapavir) in die Resistenz-
testung mit ein und will man kinftig Inter-
aktionen zwischen der individuellen Genetik
des Patienten und »seinem HIV« (Stichwort:
individualisierte Therapie) berlicksichtigen,
dann wird eine komplette Sequenzierung
des HIV in den kommenden Jahren unver-
zichtbar werden. Es gibt dazu schon eine
Vielzahl von Ansatzen [8, 9, 10], die teilwei-
se sogar bei niedrigen Viruslasten von 1.000
Kopien/ml Erfolg versprechen [11].

Sonderfall HIV-2

Grundsatzlich gilt fir Diagnostik und The-
rapietiberwachung von HIV-2 das Gleiche
wie flr HIV-1. Allerdings ist auf der Besta-
tigungsebene die immunologische Besta-
tigung mittels Immunoblot/LIA sehr viel
wichtiger, da die Viruslasten wahrend lan-
ger Phasen der HIV-2-Infektion nicht nach-
weisbar sind. Aufgrund von kreuzreagie-
renden Antikérpern werden im Rahmen von
HIV-1-Infektionen nicht selten auch HIV-2-
Glykoproteine angefarbt, so dass die Frage
nach Doppelinfektionen aufgeworfen wird.
Neben parallelen Untersuchungen von
Serumverdinnungen in HIV-1- und HIV-2-
Bestatigungstestsystemen kann in Einzel-
fallen der Nukleinsaurenachweis eine Ent-
scheidung erleichtern.

Fazit

Es gibt neue Fragestellungen und Aufga-
ben fir die Weiterentwicklung der Dia-
gnostik auf dem Gebiet von HIV. Wir dirfen
die bekannten Grundlagen fir die Diagno-
sestellung, also u.a. die Berlcksichtigung
von pradiktiven Werten, von Unspezifita-
ten etc. nicht vergessen und mussen paral-
lel dazulernen, die neuen technischen Mog-
lichkeiten flr eine starker individualisierte
Therapietuberwachung richtig einzusetzen.
Die Arbeit im HIV-Labor bleibt spannend!
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DER KLINISCHE FALL

Ein langer Weg mit vielen Hindernissen

Eine 44-jahrige Patientin wurde wegen eines subakut aufgetretenen grobschlagigen Tremors sowie allgemeiner AZ-Verschlech-

terung zur diagnostischen Abklarung stationar aufgenommen. Seit 2007 ist eine HIV-Infektion im Stadium C3 bei Zustand nach

intravendsem Drogenkonsum bekannt. Zuletzt befand sich die Patientin unter regelmalRiger kombinierter antiretroviraler The-
rapie (CART) mit Raltegravir und Darunavir/Ritonavir. lhre CD4+-Zellzahl ist aktuell bei 480/pl.

Bisherige Vorgeschichte (2007 bis 2019)

Beginn der cART im Oktober 2007 mit Em-
tricitabin/Tenofovirdisoproxilfumarat/Ral-
tegravir bei einem CD4*-Nadir <100 Zel-
len/pl. Abbruch der Therapie aufgrund von
Incompliance bzw. Verhinderung einer The-
rapie durch den Lebensgefahrten. Wer-
nicke-Encephalopathie bei vorbekannter
Polytoxikomanie und Alkoholabusus, be-
treutes Wohnen.

Seit Oktober 2016 Gewichtsabnahme
von ca. 8 kg, Mundsoor seit April 2017, re-
fraktar auf lokale Behandlung. Im Juli 2017
atypische Pneumonie mit atypischen My-
kobakterien (mycobacteria-other-than-tu-
berculosis = MOTT). Die Therapie der aty-
pischen Mykobakterien erfolgte mit Rif-
abutin, Ciprofloxacin und Azithromycin.
Umstellung der cART auf Emtricitabin/Te-
nofoviralafenamid/Raltegravir ab August
2017 bei einer HI-Viruslast von 150 Kopien/
ml und 97 CD4*-Zellen/pl Blut.

Ein Thorax-CT im Oktober 2017 zeig-
te neue Infiltrate im rechten Oberlappen
flachig konfluierend und ein riicklaufiges,
einschmelzendes Infiltrat mit Bronchusan-
schluss und umgebenden neuen alveola-
ren Veranderungen sowie Begleiterguss im
linken Oberlappen. Nach Erregersicherung
und Resistenzanalyse wurde ein erneuter

Therapiezyklus mit Rifabutin/Ciprofloxacin/
Azithromycin gestartet. Die HI-Viruslast
lag bei 770 Kopien/ml, die CD4+-Zellzahl bei
160/pl.

Zwischen Oktober und Dezember 2018
stieg die HI-Viruslast auf 13.800/pl an und
die CD4*-Zellen sanken auf 73/yl. Es lagen
keine Resistenzen gegen die cART vor.

Im April/Mai 2019 stieg die HI-Virus-
last auf 270.000 Kopien/ml an. Ein weite-
rer Resistenztest offenbarte eine kom-
plette Resistenz gegen nukleosidische
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs),
bei Empfindlichkeit fir nichtnukleosidische
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs)
und Protease-Inhibitoren (Pls). Es wurde
erneut mit einer cART mit Raltegravir und
Darunavir/Ritonavir begonnen.

Im Oktober 2019 bestand ein stagnie-
render Thorax-CT-Befund, eine neuerliche
bronchoalveolare Lavage war nicht aus-
wertbar, die HI-Viruslast ergab 69 Kopien/
ml. Eine Thorax-CT-Verlaufskontrolle zeigte
ein leicht progredientes Infiltrat.

Aktuelle Befunde aus Bildgebung
und Liquorchemie

Schadel-CT-morphologisch zeigte sich eine
auffallend hypodense Darstellung des peri-
ventrikuldren Marklagers, sodass wir eine

MRT ergdnzten. Hier ergaben sich ausge-
pragte, mit einer Encephalitis zu vereinba-
rende Veranderungen im supratentoriellen
Marklager und im Kortex (Abb.1a, b, c). Die-
se Verdnderungen wurden aber als nicht
typisch fir eine HIV-Encephalitis oder eine
progressive multifokale Leukencephalopa-
thie (PML) bewertet.

Liquorchemisch (Tabelle 1, Liquorbefun-
de) zeigte sich eine leichtgradige lympho-
monozytare Pleozytose mit begleitender
3-Klassen-Reaktion (Erhdhung von IgG,
IgA und IgM) sowie Nachweis oligoklonaler
Banden, ohne Hinweis auf Schrankensto-
rung.

Bei der vorbestehenden HIV-Erkran-
kung erfolgte eine umfassende mikrobio-
logische sowie virologische Diagnostik in-
klusive der Suche nach atypischen Erregern
(Aspergillose, Coccidiodes immitis, Histo-
plasma capsulatum, Candida, Cryptococ-
cus neoformans, Histoplasmose) und Toxo-
plasmose, die aber keinen Erregernachweis
erbrachte. Bei leicht erhohten Serum/Li-
quor-AK-Indices fir EBV (1,8), HSV-1 und -2
(1,7), vzV (1,4), CMV (1,4) und Toxoplas-
mose (2,3) bestand kein Hinweis auf eine
die Symptomatik erkldarende Infektion.

In der Zusammenschau aller Befun-
de gelang keine atiologisch eindeuti-
ge Einordnung der Encephalitis. Auffal-

Abb.1a,b,c: MRT-Bilder mit eher unspezifischen T2/Flair-Hyperintensitaten.
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lend war eine signifikante Differenz der
HI-Viruslasten im Blut (1.000 Kopien/
ml) und im Liquor (4.200 Kopien/ml) mit
deutlich erhdéhter Kopienanzahl im Li-
quor. Wir begannen eine kalkulierte anti-

Tabelle 1: Liquorbefunde

infektive Therapie mit Ceftriaxon, Ampicillin
sowie Aciclovir. In den im Verlauf erfolgten
Re-Punktionen zeigte sich eine Abnahme
der Liquor-Pleozytose.

Liquorbefunde Mm 12.05.2022 | 21.07.2022

Zellen/ul

11,78 612 3,41

Gesamteinweil? mg/| <500

616,9 594,5 525,5

Immunglobulinsynthese

IgM, IgG, IgA nein

Glukosequotient L/S

el Ml i

Nachweis

Tabelle 2: Resistenzbefunde

RNA aus:

Substanz
Doravirin
Efavirenz
Etravirin

Nevirapin

Rilpivirin

Atazanavir
Darunavir
Fosamprenavir
Lopinavir
Saquinavir

Tipranavir

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

n.d. = nicht durchgefiihrt

Blutplasma 2017

kein
Nachweis

kein
Nachweis

kein
Nachweis

Blutplasma 2018

resistent

resistent

Blutplasma 2022

kein Ergebnis

Infektiologische Analyse

Mit 480 CD4t+-Helferzellen/pl liegt ein re-
lativ guter Immunstatus vor, eine zerebrale
Toxoplasmose und auch ein Lymphom sind
daher unwahrscheinlich. Fir ein Lymphom
lie3 sich bisher auch kein richtungsweisen-
der Befund bildmorphologischer oder li-
quorchemischer Art fassen.

Die Viruslast ist nicht unter der Nach-
weisgrenze, aber dennoch als eher niedrig
einzustufen. Eine HIV-Encephalopathie/-
Encephalitis ist bei der Liquor-Viruslast
eher unwahrscheinlich. Eine HIV-assoziier-
te neurokognitive Storungen (HAND) tritt
hauptsdchlich ohne cART auf und nicht un-
ter einer cART.

Die im Vergleich zur Blut-Viruslast er-
hohte Liquor-Viruslast tritt in seltenen Fal-
len auch unter prinzipiell gut funktionieren-
der ART auf und nennt sich viral escape.
Dabei kénnen kognitive und fokal neuro-
logische Stérungen auftreten. Durch das
Korsakow-Syndrom und die Wernicke-En-
caphalopathie sind die Symptome im Fall
unserer Patientin zusdtzlich schwierig zu
objektivieren.

Liquor 2022

resistent

n.d. kein Ergebnis
n.d. kein Ergebnis
n.d. kein Ergebnis
n.d. kein Ergebnis
n.d. kein Ergebnis resistent

w



Abb. 2: Blut-Liquor-Quotient nach Reiber,
3-Klassen-Reaktion.

Manchmal treten auch diskordante
Resistenzen auf, sodass hier eine Resis-
tenzbestimmung aus dem Liquor mogli-
cherweise aufschlussreich ist. Eine Thera-
pieoptimierung konnte nur durch bessere
Liquorgangigkeit der Einzelsubstanzen er-
folgen. Hier liegt mit einem Integrase-Inhi-
bitor und einem PI schon eine gute Option
vor. Mit NRTIs und NNRTIs wird man auf-
grund des friheren Resistenzprofils eher
zuruickhaltend sein, so dass insgesamt we-
nig Spielraum gegeben ist. Praferiert ware
diesbezulglich Dolutegravir statt Raltegra-
vir (CNS-Penetration, score-Kategorie 4).
Darunavir/Ritonavir sollte belassen wer-
den, jedoch sind hier Interaktionen mit
Quetiapin beschrieben und die gleichzeitige
Gabe nicht empfohlen, da es zu Anstiegen
der Quetiapin-Dosis kommen kann.

Das weitere Vorgehen

Es erfolgte daher die Resistenzbestim-
mung aus Blut und Liquor zur Einschatzung
der aktuellen Wirksamkeit der antiretrovi-
ralen Therapie sowie die Erweiterung der
cART um Zidovudin/Lamivudin bei suffi-
zienter ZNS-Penetration (Tabelle 2, Resis-
tenzbefunde, S.9). Die Therapie mit Integra-
se-Inhibitoren ist zumindest im Liquorraum
nicht mehr wirksam. Neben der bereits be-
gonnenen Intensivierung mit Zidovudin/
Lamivudin ist an ein Recycling von NRTIs
und NNRTIs zu denken, da diesbezlglich
derzeit keine Resistenzen nachweisbar
waren.

Differentialdiagnostisch war auch eine
infektiose Genese durch opportunistische
Keime nicht auszuschlieBen, hierflr sprach
die Regredienz der Pleozytose unter anti-
infektiver Therapie.

Bezuglich der gebotenen fokal- bzw.
herd-neurologischen Symptomatik erfolg-
te zunachst die medikamentdse Einstellung
auf Valproat, welche im weiteren Verlauf
bei insuffizienter Wirksamkeit auf Clona-
zepam umgestellt wurde. Hierunter zeigte
sich eine deutliche Abnahme des Tremors.
Ein langsames Ausschleichen des Valproats
wurde empfohlen.

Die antikoagulative Therapie mit Edo-
xaban bei nachgewiesener Lungenarterien-
embolie setzten wir fort. Die Antikoagulati-
on soll fir mindestens sechs Monate fort-
geflihrt werden, anschlieBend ist eine klini-
sche Re-Evaluation empfohlen.

Die Patientin zeigte sich wahrend des
stationdren Verlaufs stets kreislaufstabil
ohne Hinweise flr eine respiratorische In-
suffizienz. So konnten wir am 3. Juni 2022
die Patientin in einem stabilen Allgemein-
zustand und kognitiven Vorzustand in die
pflegerische Einrichtung entlassen. Zum

Franziska Schrapel

Entlassungszeitpunkt zeigte sich der Tre-
mor deutlich regredient.

AbschlieRende Vorstellung

Im Verlauf kam es zur elektiven stationa-
ren Wiederaufnahme der Patientin mit kli-
nischer und diagnostischer Re-Evaluation.
Hier zeigte sich sowohl liquorchemisch (am
21. Juli 2022) als auch klinisch ein deutlich
gebesserter Zustand mit vollstandiger Re-
gredienz des Tremors, mit Besserung des
Allgemeinzustands, der Orientierung und
der Mobilitat. Liquorchemisch war keine
Pleozytose mehr nachweisbar. Es besteht
weiterhin eine autochthone Antikorperpro-
duktion im Sinne einer 3-Klassen-Reaktion
(Abb.2) und dem Nachweis oligo-klonaler
Banden, welche als Zustand nach einer vi-
ralen Encephalitis deutbar sind. Die weiter-
fihrende mikrobiologische Diagnostik ins-
besondere zur Frage der HI-Viruslastin Blut
und Liquor ist zum Zeitpunkt dieser Falldar-
stellung noch ausstehend.

Zusammenfassend zeigt dieser Fall ins-
besondere die Notwendigkeit einer ergan-
zenden liguorchemischen Diagnostik bei
Patienten mit neu aufgetretenen neuroko-
gnitiven Symptomen bei gleichzeitig vor-
liegender HIV-Erkrankung. Auch bei sero-
logischer Wirksamkeit der antiretroviralen
Therapie ist ein zerebraler Befall im Sinne
eines viral escape differentialdiagnostisch
zu diskutieren. Die Etablierung einer medi-
kamentosen Therapie mit hoher ZNS-Pe-
netration ist dann das Mittel der Wahl.

Die HIV-Encephalitisist eine Erkrankung
mit mannigfaltigen neurokognitiven Sym-
ptomen, variabler liquorchemischer Pra-
sentation und nicht immer eindeutiger
bildmorphologischer Prasentation (siehe
hierzu auch die unspezifischen MR-Hyper-
intensitaten in Abb.1a,b,c).

Assistenzarztin fir Neurologie |

Universitatsklinikum Halle

Ernst-Grube-StralBe 40 - 06120 Halle

franziska.schrapel@uk-halle.de
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FUR SIE GELESEN

Mit Gentherapie zur Heilung von HIV?

Eine HIV-Infektion bedeutet flr Betroffene auch heute noch eine lebenslange Herausforderung. Trotz der inzwischen guten

Therapiemaoglichkeiten ist der Wunsch nach einer Heilung von HIV noch immer hochaktuell. In den vergangenen Jahrzehnten

gab es verschiedene Ansatze, beispielsweise mit Immuntherapien oder Impfungen, eine Heilung zu erméglichen, allerdings ohne

nachhaltigen Erfolg [1, 2]. Seit einigen Jahren ist der Begriff »Gentherapie« vereinzelt im klinischen Alltag sowie auch vermehrt

in der Forschung zu horen. Ware dies nicht ein neuer Ansatz, HIV endgliltig zu heilen? Und was bedeutet Gentherapie eigentlich?

Gentherapie und HIV-Antikorper

Der wissenschaftliche Dienst des Deut-
schen Bundestages beschreibt Gentherapie
als einen Versuch »[...] durch die Verdnde-
rung der Erbinformationen eines Menschen
genetisch bedingte Krankheiten zu behan-
deln oder diesen vorzubeugen.« [3]. Betont
wird hierbei die Behandlung von genetisch
bedingten, also angeborenen Erkrankun-
gen, zu denen HIV als Infektionskrankheit
definitionsgemal® nicht gehort. Dennoch
konnten die Werkzeuge der Gentherapie
auch bei der Behandlung von Infektions-
krankheiten nutzlich sein. Eine Arbeits-
gruppe in Tel Aviv unter der Leitung von
Dr. Barzel hat vor kurzem eine Arbeit hier-
zu in einem Mausmodell verdffentlicht, die
ich Thnen gerne naher vorstellen méchte [4]:

Die Veroffentlichung verfolgt den An-
satz, den mauseigenen Immunzellen, ge-
nauer gesagt den B-Zellen, einen Bauplan
fur die Produktion von anti-HIV-Antikor-
pern zur Verfligung zu stellen und diesen
im Genom der Zellen zu verankern. Der
hier verwendete Antikorper mit Namen
3BNC117 hat bereits in anderen Studien
einen starken antiviralen Effekt bei einer
HIV-1-Infektion gezeigt, indem er mit der
CD4-Bindungsstelle des HIV-1-Hullproteins
interagiert [5]. Ein Problem von anti-HIV-
Antikarpern — oder auch »breit neutralisie-
renden Antikérpern« (bNAbs) —ist die Halb-
wertszeit, die bespielsweise flir 3BNC117
bei etwa 16 Tagen liegt, wodurch eine sich
wiederholende Injektion unumganglich ist
[6]. Nur durch die feste Verankerung in der
DNA der Immunzellen wurde der Korper des
Patienten jedoch selbststandig in der Lage
sein, solche bNAbs zu produzieren und eine
Dauertherapie obsolet machen. Notwendig
hierflr ist jedoch eine Veranderung des Ge-
noms der B-Zellen, welche Nahmed et al.
[4] mithilfe der Werkzeuge der Genthera-
pie durchgefihrt haben. Sie injizierten den
Mausen Vektoren, welche zum einen fir
das Enzym Cas9 und die passende gRNA
kodieren sowie zum anderen die Gense-
quenz, also den Bauplan, fur den Antikor-

Verankerung des
3BNC117-Bauplans

WT-DNA +3BNC117

Intravendse Injektion
der Vektoren

Transduktion
der B-Zellen

Vektor, kodierend
fiir Cas9, gRNA und
3BNC117-Bauplan

verdnderte B-Zellen
produzieren 3BNC117

Abb.1: In der Studie von Nahmad et al. [4] wurde den Mausen ein Mix aus Vektoren injiziert,
die entweder flr das Enzym Cas9 und die passende gRNA kodieren oder die Gensequenz fiir den

Antikorper 3BNC117 beinhalten.

Falls die Transduktion der B-Zellen und der Einbau der Gensequenz erfolgreich war, produzieren
diese den Antikorper 3BNC117; WT = Wildtyp. (erstellt mit biorender.com).

per 3BNC117 enthalten. Das Enzym Cas9
ist eine Endonuklease und in der Lage, ge-
zielt Schnitte in der DNA der Zellen zu set-
zen; die gRNA ist notwendig, damit dies nur
an gewunschten Stellen im Erbgut passiert
und leitet hierfiir Cas9 zu der zuvor geplan-
ten Stelle im Genom [7]. In unserem Fall ist
dies der IgH-Lokus, eine wichtige Stelle fir
die Produktion von Antikorpern. Wenn nun
ein Schnitt in der DNA auftritt, versuchen
zelleigne Mechanismen diesen zu reparie-
ren. Dabei kann es dazu kommen, dass der
Antikdrperbauplan miteingebaut und fest
im Genom der Zelle verankert wird. In der
Theorie waren die Zellen nun bereit, selbst-
standig 3BNC117 zu produzieren (Abb.1)
und so eine HIV-Infektion zu bekampfen.

In der Praxis konnte die Arbeitsgruppe
von Dr. Barzel 130 Tage nach der Injektion
tatsachlich deutliche Spiegel des Antikor-
pers im Blut der Mause nachweisen, wobei
etwa 0,5 % aller B-Zellen im Korper der Maus
diesen Antikorper am Ende produzierten.
Ob diese Antikorper nun in der Lage waren,
eine HIV-Infektion zu bekampfen, bleibt je-
doch offen, da das klassische Mausmodell
leider nicht die Mdglichkeit einer HIV-Infek-
tion bietet.

Ausblick

Die Arbeitsgruppe von Dr. Barzel konnte
eindrucksvoll zeigen, dass es maoglich ist,
B-Zellen im lebenden Organismus gene-
tisch gezielt zu manipulieren und sie in
»3BNC117-Produzenten« zu verwandeln.
Doch bedeutet dies auch, dass Gentherapie
eine Heilung von HIV bringen wird? Trotz der
eindrlcklichen Ergebnisse scheint bisher
erst ein kleiner Schritt zur Therapie von HIV
mithilfe der Werkzeuge der Gentechnik ge-
gangen worden zu sein. Als nachster Schritt
muss wohl ein ahnliches Experiment in ei-
nem HIV-suszeptiblen Tiermodell durch-
geftihrt werden, um zu beweisen, dass die
korpereigen produzierten Antikorper einen
starken und langfristigen antiviralen Effekt
haben. Zudem miusste auch die Sicherheit
der Therapie naher unter die Lupe genom-
men werden, um moglichen Nebenwirkun-
gen vorzubeugen. Bei Therapien, die auf
eine Veranderung des Genoms abzielen,
stellt sich insbesondere die Frage nach off-
target effects. Diese beschreiben Veran-
derungen im Genom an nicht gewtnsch-
ten Stellen, die potenzielle Nebenwirkungen
auslosen konnen. In der vorgestellten Ver-
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offentlichung wurden solche zwar unter-
sucht, allerdings noch nicht in einer Tiefe,
die notwendig fur eine Therapie am Men-
schen ware. Erst danach konnte eine mog-
liche klinische Studie mit menschlichen Pro-
banden in Betracht gezogen werden.

An dieser Stelle sollte eine weitere Stu-
die erwahnt werden, die 2019 ebenso eine
Therapie mit korpereigen produzierten An-
tikorpern entwickeln wollte [8]. Priddy et
al. nutzten den Antikorper PGS, welcher
ebenso wie 3BNC117 als bNAb bezeichnet
wird. Die Intention dieser Studie war jedoch
nicht eine feste Integration des Bauplans
fur PGY in das Genom der Zellen. Stattdes-
sen nutzte sie einen Vektor, der lediglich
den Bauplan fir PGS beinhaltet, ohne wei-
tere Faktoren wie Cas9 oder eine gRNA. Im
Gegensatz zu der oben vorgestellten Stu-
die aus Tel Aviv konnte sie jedoch bereits
an menschlichen Probanden durchgefiihrt
werden, allerdings mit erntchterndem Er-
gebnis. Obwohl kaum Nebenwirkungen be-
schrieben wurden, konnte in keinem der
Probanden der Antikorper nachgewiesen
werden und nur das Serum von zwei aus
16 Probanden zeigte eine neutralisierende
Wirkung gegen wenige HIV-Stamme.

Dies sollte jedoch nicht dazu fihren,
den Ansatz von Dr. Barzel vorschnell auf-
zugeben, da durch eine feste Integration
im Genom der B-Zellen starkere und viel-
schichtigere antivirale Effekte zu erwarten
sind. Ohne ins Detail gehen zu wollen, sei-
en Begriffe wie »somatische Hypermutati-
on«, »klonale Selektion« sowie »immunolo-
gisches Gedachtnis« zu erwahnen, die alle
einen positiven Effekt auf die antivirale Im-
munantwort versprechen. All diese Effekte
wurden in der Publikation von Dr. Barzel im
Tiermodell dargestellt, wodurch sein An-
satz einen moglicherweise entscheidenden
Vorteil gegenuber bisherigen Versuchen zu
beinhalten scheint.

Auch wenn dieser Ansatz der Genthe-
rapie in Zukunft keine Heilung von HIV ver-
spricht, scheinen ihre Werkzeuge nutzlich
fur neue Therapieoptionen zu sein, z.B. um
langfristig ohne die Einnahme antiretrovi-
raler Medikamente auszukommen. Neben
der Fokussierung auf eine kopereigene Pro-
duktion von bNAbs kénnen diese neuen In-
strumente auch viele weitere Therapiean-

cand. med. Adrian Ruhle

Virologie, NRZ fiir Retroviren
am Max von Pettenkofer-Institut
der Universitat Minchen (LMU)

Feodor-Lynen-Stralse 23 - 81377 Miinchen

ruhle@mvp.Imu.de

satze unterstltzen. Einer dieser weiteren
Ansdtze ist beispielsweise die Idee, das En-
zym Cas9 zu nutzen, um bereits integrierte
HIV-1-Sequenzen aus dem Genom wieder
herauszuschneiden. In der Theorie konnte
dies zu einer Zerstorung des viralen Reser-
voirs flihren und einen Virus-Rebound nach
Beendigung der antiretroviralen Therapie
verhindern [9].

Fazit

In den letzten Jahren haben sich viele neue
Ansatze zur Heilung von HIV ergeben, ins-
besondere die neuen Methoden der Gen-
technik scheinen hierbei eine grol3e Rolle
gespielt zu haben. Ob sich daraus auch die
langersehnte Heilung von HIV ergibt, wird
die Zukunft zeigen.

Quellen

1 Wahren B, Liu M. Therapeutic vaccination against
HIV. Expert Review of Vaccines 3, 179-188 (2004).
»» https://doi.org/10.1586/14760584.3.4.5179

2 Margolis DM et al. Curing HIV: Seeking to Target
and Clear Persistent Infection. Cell 181,189-206 (2020).
»» https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.03.005

3 Wissenschaftlicher Dienst, Bundestag
»» https://www.bundestag.de/resource/
blob/852226/d37bc32fab0a37e0c6009d2e-
93d2a075/WD-9-116-20-pdf-data.pdf (2021)

4 Nahmad AD et al. In vivo engineered B cells
secrete high titers of broadly neutralizing anti-HIV
antibodies in mice. Nature Biotechnology (2022).
»» https://doi.org/10.1038/s41587-022-01328-9

5 Johannes HM, Scheid F et al. Sequence and Struc-
tural Convergence of Broad and Potent HIV Antibodies
That Mimic CD4 Binding. Science 333 (2011).

»» https://doi.org/10.1126/science.1207227

6 Cohen YZ et al. Safety, pharmacokinetics, and
immunogenicity of the combination of the broadly
neutralizing anti-HIV-1 antibodies 3BNC117 and 10-
1074 in healthy adults: A randomized, phase 1 study.
PLOS ONE 14 (2019).

»» https://doi.org/10.1371/journal.pone.0219142

7 Mali P, Esvelt KM, Church GM. Cas9 as a versatile
tool for engineering biology. Nature Methods 10, 957-
963 (2013).

»» https://doi.org/10.1038/nmeth.2649

8 Priddy FH et al. Adeno-associated virus vectored
immunoprophylaxis to prevent HIV in healthy adults:
a phase 1 randomised controlled trial. The Lancet HIV
6,230-239(2019).

»» https://doi.org/10.1016/52352-3018(19)30003-7

9 Sheykhhasan M et al. Could gene therapy cure
HIV? Life Sci 277, 119451 (2021).
»» https://doi.org/10.1016/}.1fs.2021.119451

a2 NRZRetouzer
X ¥

IMPRESSUM

Herausgeber:

Nationales Referenzzentrum flr Retroviren
Max von Pettenkofer-Institut
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen
Leitung:

Prof. Dr. med. Oliver T. Keppler

FA fur Medizinische Mikrobiologie, Virologie
und Infektionsepidemiologie

Koordinator Diagnostik:
Prof. Dr. med. Josef Eberle

Koordinatoren Offentlichkeitsarbeit:
Prof. Dr. med. Oliver T. Keppler
Prof. Dr. med. Josef Eberle

Koordinator Retroviren Bulletin:
Dr. rer. nat. Natascha Grzimek-Koschewa

Kontakt:
Max von Pettenkofer-Institut - Hauptgebaude
Pettenkoferstr. 9a - 80336 Miinchen

Tel.: +4989/2180-72835
E-Mail: nrzretroviren@mvp.Imu.de

» http://www.mvp.uni-muenchen.de/natio-
nales-referenzzentrum-fuer-retroviren/

Grafische Gestaltung:
www.grafikstudio-hoffmann.de

Druck: www.stoba-druck.de

THEMEN DER NACHSTEN AUSGABE*

b Nachweis von HIV-1-RNA
ohne HIV-Infektion

D Interessante klinische Falle

* Anderungen vorbehalten

WIR DANKEN

dem Robert Koch - Institut,
dem Bundesministerium fiir Gesundheit (BMG)
und dem Forderverein Infektionsmedizin
Minchen e.V., die die Arbeit des NRZ fordern,

sowie folgenden Firmen
fur ihre freundliche Unterstitzung:

Roche Diagnostics Abbott
Deutschland GmbH GmbH & Co. KG
Gilead Sciences EUROIMMUN

GmbH Medizinische Labor-
diagnostika AG

Cepheid DiaSorin

GmbH Deutschland GmbH

12


http://www.mvp.uni-muenchen.de/nationales-referenzzentrum-fuer-retroviren/
https://doi.org/10.1016/j.lfs.2021.119451
https://doi.org/10.1016/S2352-3018(19)30003-7
https://doi.org/10.1038/nmeth.2649
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0219142
https://doi.org/10.1126/science.1207227
https://doi.org/10.1038/s41587-022-01328-9
https://www.bundestag.de/resource/blob/852226/d37bc32fab0a37e0c6009d2e-93d2a075/WD-9-116-20-pdf-data.pdf
https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.03.005
https://doi.org/10.1586/14760584.3.4.S179
http://www.stoba-druck.de
http://www.grafikstudio-hoffmann.de
mailto:ruhle@mvp.lmu.de
mailto:nrzretroviren@mvp.lmu.de

