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FORTBILDUNG

MARTIN OBERMEIER, BERLIN

Tropismustest bei nicht
nachweisbarer Viruslast

Nicht nur ein Therapieversagen, sondern auch unerwiinschte Nebenwirkungen
kénnen hidufig zu dem Wunsch nach einer Umstellung der anti-retroviralen Thera-
pie (ART) fiihren. Hierbei handelt es sich aber meistens um Patienten, die bei einer

suffizienten ART eine nicht nachweisbare Viruslast besitzen.

Auf den ersten Blick verhindert diese Tat-
sache die Option der Verwendung eines
CCR5-Blockers als Bestandteil einer neuen
Kombinationstherapie, da vor Gabe eines
CCR5-Blockers die Durchfiihrung eines
Tropismus-Testes mit Nachweis eines CCR5
als Korezeptor benutzenden Virus zwin-
gend vorgeschrieben ist. Der derzeit am
haufigsten durchgefiihrte phanotypische
Tropismustest, der TROFILE®-Assay der
Firma Monogram wird zum Beispiel erst ab
einer Plasma-Viruslast von 1.000 Kopien/
ml durchgefiihrt. Auch genotypische As-
says aus viraler RNA im Plasma fiihren bei
einer Viruslast im Plasma unter der Nach-
weisgrenze (meistens um die 50 Kopien/
ml) dhnlich den genotypischen Resistenz-
bestimmungen zu keinem Produkt fir die
Sequenzierung und somit zu keinem aus-
wertbaren Ergebnis. Eine Madglichkeit

trotzdem den V3-Loop zu sequenzieren
und das Ergebnis einer genotypischen
Analyse zuzufihren ist die Verwendung
von proviraler DNA als Ausgangsmaterial
(Abb. 1). Auch wenn durch eine ART die
Plasma-Viruslast unter die Nachweisgren-
ze gesenkt wird, sind in verschiedenen Zel-
len (z.B. ruhenden CD4+-T-Zellen) inte-
grierte Genome nachweisbar. Diese Ge-
nome werden im Lauf der normalen
Replikation als DNA-Doppelstrange in das
humane Genom integriert und bleiben
dort bis zum Zelltod erhalten.

Je nach angewendetem Verfahren kann
aus EDTA-Vollblut, praparierten Gesamt-
Leukozyten, praparierten Gesamt-Lym-
phozyten oder am aufwéndigsten: aus
praparierten CD4-Zellen das humane
Genom extrahiert werden und die darin
enthaltene integrierte provirale DNA se-
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Abb. 1: Virale RNA und provirale DNA
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quenziert werden. Diese unterschiedlichen
Préparationsarten flihren auch zu unter-
schiedlichen Nachweisgrenzen proviraler
DNA im Ausgangsmaterial. Die wahr-
scheinlich am haufigsten durchgefiihrten
einfachen Praparationen aus EDTA-Voll-
blut und Gesamt-Leukozyten liefern nicht
in allen Fallen ein auswertbares Ergebnis.
So kann nach eigenen Erfahrungen bei
etwa 25% der Patienten unter der Nach-
weisgrenze kein PCR-Produkt fiir die Se-
quenzierung generiert werden. Dies liegt
nicht nur an einer zu geringen Zahl an
proviralen Genomen in den untersuchten
Zellen, was durch aufwendigere Prapara-
tionsmethoden verbessert werden konnte,
sondern liegt auch an der nun vorhande-
nen humanen genomischen DNA, die in
bestimmten Féllen auch eine PCR-Reakti-
on durch unspezifisches binden der Primer
verhindern kann. So gibt es bei Patienten
mit nachweisbarer Viruslast durchaus die
Konstellation, dass eine genotypische Tro-
pismusbestimmung aus viraler RNA zu
einem Ergebnis flihrt, eine provirale Be-
stimmung aber zu keinem auswertbaren
Ergebnis flhrt. Hier handelt es sich nicht
um eine einmalige Konstellation, im Rah-
men der bei uns durchgeflihrten Ver-
gleichsmessungen trat dies in 11 von 141
Proben auf.

Da bisher keine klinischen Studien fiir die
Anwendbarkeit der Tropismusbestimmung
aus proviraler DNA existieren, muss man
sich dhnlich wie bei der genotypischen
Tropismusbestimmung aus viraler RNA auf
Vergleichsmessungen mit dem Ergebnis
aus phanotypischer Analyse beziehen. In
diesen Vergleichsmessungen sieht man vor
allem eine geringfligig hohere Rate des
Nachweises von X4-tropen Viren als mit
phanotypischen, aber auch genotypischen
Methoden (Abb. 2). Ob es sich hier um
relevante Populationen handelt muss
leider bis klinische Studien vorliegen un-
geklart bleiben. So kann es sich bei diesen
X4-Populationen durchaus um nichtfunk-
tionelle Genome handeln, die keinerlei
Replikationskompetenz besitzen.
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Abb. 2: Vergleich von TROFILE® mit viraler und proviraler genotypischer Analyse (Geno2pheno

mit FPR-Einstellung 20%)
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Abb. 3: Vergleich der verschiedenen genotypischen Analysesysteme mit dem TROFILE®-Assay

(310 Proben)

Alle genotypischen Verfahren leiden in
unterschiedlichem MaB an eingeschrinkter
Sensitivitat fir X4-trope Viren, vor allem,
wenn es sich um minore Populationen han-
delt. So sollte nach unseren Erfahrungen
zur Analyse von proviralen Sequenzen ge-
no2pheno (http://coreceptor.bioinf.mpi-
inf.mpg.de) mit einer false positive rate
(FPR)-Einstellung von 20% verwendet wer-
den. Dies flihrt zwar zu einer relativ gro-
Ben Anzahl an falsch als X4-trop klassifi-
zierten R5-tropen Viren, jedoch ist im Ver-

gleich mit anderen Verfahren bei

geno2pheno mit dieser Einstellung die
Sensitivitat fiir X4-trope Viren am hoéchs-
ten (Abb. 3). Zusammen mit der insgesamt
hoheren Rate des Nachweises von X4-tro-
pen Viren in proviraler DNA kann somit
eine relativ hohe Sicherheit fiir diese Pati-
entengruppe, die ja derzeit eine vom viro-
logischen Standpunkt funktionierende ART

besitzt, erreicht werden. [ |
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