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Empfehlung zur Bestimmung des
HIV-1-Korezeptor-Gebrauchs

Die neuen Medikamente aus der Gruppe der CCR5-Antagonisten haben ihre Wirk-

samkeit bei therapie-naiven und vorbehandelten Patienten gezeigt, bei denen
keine CXCR4-tropen (X4-) Viren nachgewiesen wurden. Um den Einsatz von CCR5-
Antagonisten im klinischen Alltag zu ermdglichen, sind Methoden zur Feststellung
des HIV-1-Korezeptorgebrauchs unerlisslich, die ein schnelles und sicheres Scree-
ning fiir CXCR4-trope (X4-) Viren im Plasma der Betroffenen gewéhrleisten.

Bei der Intra- und Inter-Labor-Validierung
durch zehn ausgewahlte Laboratorien in
Deutschland, koordiniert durch das Natio-
nale Referenzzentrum fiir Retroviren, wur-
den simultan genotypische und phanoty-
pische Analysen durchgefiihrt. Aufgrund
dieser Vergleiche erachten wir die konven-
tionelle HIV-Sequenzanalyse aus dem
Plasma mit nachfolgender Interpretation
als gleichwertig zu dem meist benutzten
phanotypischen Assay Monogram Trofile.
Fiir andere phanotypische Teste wie Euro-
Fins TRT und InPheno Teste konnte eben-

falls eine akzeptable Konkordanz gezeigt
werden (Tab. 1). Fiir weitere alternative
Testverfahren miissen die gleichen Validie-
rungskriterien angelegt werden.

INTERPRETATION NOTWENDIG

Wie bei den Resistenzanalysen, bedirfen
genotypische Analysen einer Interpretati-
on, die die festgestellten Mutationen deu-
tet. Mehrere solche Systeme zur Bestim-
mung des Korezeptortropismus aus Se-
quenzinformation sind frei Uber das
Internet zugénglich:

Wetcat: http://
genomiac2.ucsd.

Falsch negative

Methode Ubereinstimmung Rate .
2u Trofile (%) (FNR in %) * edu:8080/wetcat/
tropism.html
G2P 20 % FPR 76 23
G2P 15 % FPR 77 30 WebPSSM: http://
G2P 10 9% FPR 80 34 ubik.microbiol.
G2P 5 % FPR 83 40 washington.edu/
G2P 2.5 % FPR 81 54 computing/pssm/
G2P 1% FPR 75 74
geno2pheno
WepPSSM 84 45
WETCAT.C4.5 72 79 [coreceptor]:
WETCAT: C4.5 p8 and p12 72 81 http://coreceptor.
Wetcat: Part 56 57 bioinf.mpi-inf.
Wetcat: SVM 76 50 mpg.de/index.php
Wetcat: Charge 78 63
one of the algorithms X4 70 19

*named R5-tropic by g2p but X4-tropic by Trofile

Tab. 2: Deutsche Validierungsstudie: Ubereinstimmung von genoty-
pischen CXCR4-Tropismus-Vorhersagen mittels geno2pheno mit den
phanotypischen Resultaten (Trofile); Trofile-Ergebnisse wurden als
richtig definiert; n=310 Proben, alle beteiligten Labore: Die gr6Bten
Ubereinstimmungen zeigten sich im Bereich der Klassifizierungen mit
einer falsch positiven Rate (FPR) von 5-10%, hier ist aber die Rate der

falsch als R5 vorhergesagten Viren noch relativ hoch.

Nach Erfahrung
der zehn beteilig-
ten Labore bietet
das System geno-
2pheno durch sei-
nen differenzierten
Interpretationsan-
satz die verldss-
lichsten Resultate

Agreement Trofile vs. TRT FNR
85,1% 28,0%

Agreement TRT vs. Trofile FNR
85,1% 12,5%

Tab. 1: Vergleich von zwei phanotypischen
Testen, Monogram Trofile und EuroFins TRT
(Skrabal et al. 2007)

in Bezug auf den Ausschluss von X4-Vari-
anten.

INDIVIDUALISIERTER CUTOFF

Nur so kann die Interpretation individuell
auf die jeweilige Patientensituation ange-
passt werden. Fir Patienten mit stark limi-
tierten Therapieoptionen empfiehlt sich
der Einsatz von CCR5-Antagonisten nur
bei einer Vorhersage fiir einen CCR5-Ge-
brauch mit einer falsch positiven Rate
(False Positive Rate, FPR) von liber 10%.
Dagegen sollte fiir Patienten mit vielen
Therapieoptionen der stringentere Cutoff
von 20% FPR gewdhlt werden.

Je hoher die FPR gewahlt wird, desto si-
cherer ist die Vorhersage fiir die exklusive
Benutzung des CCR5-Korezeptors, d.h.
umso wahrscheinlicher ist die Wirksamkeit
des CCR5-Blockers (Tab. 2). Im Gegenzug
wird einem groBeren Anteil an Patienten
die Gabe von CCR5-Antagonisten vorent-
halten, die profitieren hatten kénnen (ho-
here FNR). Fiir diese Abw#gung zur indivi-
dualisierten Therapieauswahl wird ein be-
sonders intensiver Austausch zwischen
Klinikern und Virologen dringend empfoh-
len.

Bei Patienten mit limitierten Therapieopti-
onen, bei denen es zu einer Diskrepanz zwi-
schen den geno2pheno-Vorhersagen bei
der Einstellung von 20% FPR und 10% FPR
kommt, ist eine zusitzliche phinotypische
Korezeptorbestimmung zu erwégen.

PHANOTYPISCHE ASSAYS AUCH
WEITERHIN WICHTIG

Unabhingig davon, ist es notwendig, auch
weiterhin phanotypische Analysen durch-
zuflihren, um die genotypischen Interpre-
tationssysteme kontinuierlich mit aktu-
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ellen phanotypischen und korrespon-
dierenden genotypischen Daten trainieren
zu konnen. Da jedes phdnotypische Ver-
fahren seine Limitationen hat, ist es er-
strebenswert, Ergebnisse aus verschie-
denen phanotypischen Methoden verwer-
ten zu kénnen.

NACHWEIS AUS PROVIRALER DNA

Mittlerweile ist auch der Nachweis des
HIV-1-Korezeptor-Gebrauchs bei Patienten
mit einer Viruslast unter der Nachweis-
grenze moglich durch die Untersuchung
von proviraler DNA. Diese Methode unter-
sucht HIV, das nicht frei im Blut vorkommt,
sondern in die menschlichen Zellen inte-
griert ist. Auch hier wurden von mehreren
Laboren international und in Deutschland
Daten und Erfahrungen gesammelt. Es ist
heute schon vertretbar, diese Analysen aus
proviralen DNA-Sequenzen fiir die Thera-
pieentscheidung zu verwenden.

Wegen der stabilen Therapiesituation mit
zufrieden stellender Suppression der Virus-
replikation sollte hierflir geno2pheno mit
einer FPR-Einstellung von 20% verwendet
werden, um das Risiko der Umstellung so
gering wie moglich zu halten. Zusitzliche
Sicherheit gibt in dieser Situation die Tat-
sache, dass in proviraler DNA geno- und
phanotypisch mehr X4-trope Viren als in
viraler RNA gefunden werden. Somit wird
einem Patienten mit R5-tropem Virus eher
CCR5-Blocker vorenthalten als einem Pa-
tienten mit X4-tropem Virus félschlicher-
weise ein CCR5-Blocker verabreicht (siehe
Beitrag M. Obermeier HIVEtmore).

STETIGE AKTUALISIERUNG

Das Wissen um die klinische Bedeutung der
CXCR4-tropen Viren steigt derzeit stetig
an. Daher werden diese Empfehlungen
rasch aktualisiert und sind unter www.viro.
med.uni-erlangen.de auf der Seite des NRZ
fiir Retroviren (unter Service) und anderen
Foren (www.genafor.org) in der jeweils ak-

tuellen Version erhiltlich. [ ]

Dr. Rolf Kaiser - Institut fiir Virologie der
Universitdt zu Koin - Fiirst Piickler Str. 56 - 50935 Koln
E-Mail: rolf.kaiser@uk-koeln.de
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Phanotyp und Sequenzanalyse bei der Bestimmung

des Korezeptor-Tropismus

In funktionellen oder phéanotypischen Tropismus-
Tests werden HIV-1-infizierbare Zellen mit Viren
infiziert, die zuvor mit dem Hiillprotein gp120 des
Patientenvirus versehen wurden (Abb.). Funktio-
nelle Verfahren sind den genotypischen (iberlegen,
da sie den Tropismus direkt nachweisen. Bei geno-
typischen Verfahren beruht das Ergebnis auf der
Interpretation des Wissen iiber Mutationen, wobei
bekannt sein muss, welche Relevanz die Mutati-
onen haben. Bei der Testung der Wirksamkeit neuer
Stoffklassen spielen daher funktionelle Verfahren
eine entscheidende Rolle, denn es gibt noch kein
Wissen zu den mdglichen Mutationen. Ein weiterer
Vorteil der funktionellen Tests ist die im Vergleich
zur Sequenzanalyse hohere Nachweisempfind-
lichkeit fiir CXCR4-trope Viren (bisher ca. 25% vs.
5%). In vivo kommen CXCR4-trope Viren auch in
Mischung mit CCR5-tropen Viren vor, und es hat
sich in den klinischen Studien gezeigt, dass auch
ein Anteil von weniger als 5% pradiktiv fiir ein The-
rapieversagen unter CCR5-Antagonisten ist. Darum
war die Entwicklung eines funktionellen Tropis-
mus-Tests mit einer verbesserten Empfindlichkeit
von <1% fiir CXCR4-trope Viren unerlésslich, z.B.
der neue Trofile-Test ES-Trofile. Diese notwendige
Erhohung der Empfindlichkeit geht aber mit einer
verringerten Testspezifitdt einher, d.h. die Wahr-
scheinlichkeit eines falsch positiven Nachweises
eines CXCR4-Tropismus ist hoher als vorher. Aus
diesem Grund stellt der Nachweis von CXCR4-
tropem Virus im ES-Trofile-Test kein 100%iges
Kriterium fiir eine versagende Therapie mehr

gibt es derzeit aber g%a -
— wohl auf Grund der || )
mangelnden Erfahrung © ‘ |
mit dem neuen Test ‘@
— nicht und es ist auch
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unklar, ob es je eine /®®
geben wird. AR
Dagegen liegen fiir die /;g\(j“s Z?Q
genotypische Korezep- \yf\ ;v»\

tortropismus-Bestim-
mung mittlerweile um-
fangreiche Erfahrungen
mit der Interpretation
vor. Die mangelnde
Nachweiskraft an ein-
zelnen Positionen Idsst
sich teilweise durch
groBere  Sequenzinfor-
mationen kompensieren
und die Vorhersagekraft
der funktionellen und
genotypischen Tests in
der Klinischen Anwen-
dung ist absolut ver-
gleichbar.  Angesichts
der geringeren Kosten
und des wesentlich
geringeren Zeitauf-
wands ist die Sequenz-
analyse deutlich prakti-
kabler und wird daher
in  Deutschland vom

Das Funktionsprinzip des
Trofile-Assays. Mittels
PCR wird das Gen fiir das
virale Hiillprotein aus
dem Plasma amplifiziert
und zusammen mit einer
HIV-1-Labormutante

als DNA in Zellen zur
Expression gebracht. Der
Mutante fehlt genau

das vom Patientenvirus
stammende Hiillprotein,
stattdessen hat sie ein
Indikatorgen (Luciferase).
Die Zelle erstellt von der
DNA der Mutante und des
Hiillproteins des Patien-
tenvirus infektiose Parti-
kel, die dann zur Infektion
von T-Zellen genutzt wer-
den, die entweder CCR5
oder CXCR4 besitzen. Das
erfolgreiche Eindringen

in die eine oder andere
T-Zellart beweist den
viralen Tropismus und
wird direkt an der Menge

dar. Wie beim Genotyp ist auch beim neuen | NRZ fiir Retroviren | des Indikators in den infi-
Trofile-Test eine Interpretation notwendig. Diese | empfohlen. zierten Zellen abgelesen.
Grundlagen Tropismus

envelope
glycoprotsin|

Im ersten Kontakt zwischen HIV und CD4-Zelle heftet sich das
Virus an den CD4-Rezeptor auf der Oberflache der Zelle. Durch
die Bindung an den CD4-Rezeptor andert sich die Struktur des
viralen Hiillproteins gp120 und erhoht so die Effizienz des
' Viruseintritts.

Je nach Beschaffenheit des viralen Hiillproteins kann das Virus

nach der Bindung an den CD4-Rezeptor die zelluldaren Chemokin-Rezeptoren CCR5 (CCR5-Tropismus) oder
CXCR4 (X4-Tropismus) oder auch beide (dualer Tropismus) als Korezeptoren nutzen. Entscheidend fiir diesen
Zell-Tropismus sind Struktur und Ladung im V3-Loop des viralen gp120-Proteins, aber auch andere Anteile
des Hiillproteins, allen voran der angrenzende V2-Loop, nehmen Einfluss. Nach der Bindung an den Korezep-
tor andert sich die Struktur des gp120-Proteins. Dadurch wird die letzte Stufe des Viruseintritts eingeleitet, in
der das zweite virale Hiillprotein gp41 einen Anker in die Membran der Wirtszelle schieBt und Virus und Zelle
so nahe aneinander zieht, dass ihre Membranen verschmelzen.
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