FORTBILDUNG

THOMAS KLIMKAIT, BASEL

Tiefe Viruslast bei HIV - Grund zur Sorge oder
irrelevante , Rest“-Aktivitat?

Prinzipiell dirfte wohl jeder Virologe oder Kliniker beunruhigt sein, wenn sich ein viraler Krankheitserreger im Proben-
material nachweisen I&dsst. Das ist auch flr das heute gut kontrollierbare Pathogen HIV nicht anders; und doch weist
gerade die Virusklasse der Retroviren, zu welcher HIV z&hlt, einige wichtige Besonderheiten auf, die eine klinische

Beurteilung beeinflussen.

Zunichst hat mit der Entwicklung hoch-
empfindlicher Testsysteme fiir eine
Quantifizierung der Virusmenge nach
HIV-Infektion in klinischem Probenma-
terial die Frage an Bedeutung gewonnen,
wie eine ,,geringe (tiefe) Viruslast® tiber-
haupt zu definieren und welche klinische
Bedeutung ihr beizumessen ist. Wahrend
in den spiten 1980er Jahren die blofle
Detektierbarkeit im Vordergrund stand,
um die Blutspende wieder sicher zu ma-
chen und um eine HIV-Infektion eindeu-
tig belegen zu kénnen, werden die mo-
dernen quantitativen Testmethoden
heute vor allem zur longitudinalen Uber-
wachung des Therapieansprechens und
-erfolgs eingesetzt.

MESSBARKEIT VON HIV

In der historischen Entwicklung der
HIV-Diagnostik ist zunéchst bemerkens-
wert, in welch kurzer Zeit seit der Entde-
ckung des AIDS-Erregers HIV im Jahr
1984 hochempfindliche, verlassliche
Tests verfiigbar geworden sind, welche
eine prazise Einschéitzung der Virusmen-
ge im Plasma und damit ein Monitoring
des Infektionsverlaufs ermoglichen.

Bis Ende der 1990er Jahre waren Virus-
lasten von weniger als ca. 400 Kopien pro
Milliliter nicht messbar. Sie lagen
schlichtweg unter der Nachweisgrenze
fir die damals verfiigbaren Laborteste.
Und doch korrelierte bereits dann die
Messgrenze von <400 Kopien gut mit
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einem klinischen Therapieansprechen
des betreffenden Patienten. Auch wurde
deutlich, dass die Zeit bis zur Nicht-De-
tektierbarkeit mit der Hohe der Aus-
gangsviruslast in direktem Zusammen-
hang steht.! Seitdem ist die Technik,
inzwischen fast ausnahmslos von quanti-
tativer PCR geprégt, so weit verfeinert
worden, dass die meist vollautomatisier-
ten Diagnostiksysteme langst Werte
unter 50 Kopien/mL erreichen.

Diese Entwicklung hat natiirlich die
Frage aufgeworfen, ob zwischen <400
und <50 iiberhaupt ein therapierele-
vanter Unterschied liegt, wie er gegebe-
nenfalls gemessen werden kann, und was
die klinischen Konsequenzen sind.

ANTWORT EINES VIROLOGEN

Aus virologischer Sicht kann eindeutig
bestitigt werden: Der Zugewinn an Test-
empfindlichkeit betrifft einen sehr sensi-
tiven Bereich retroviraler ,,Rest-Replika-
tion®, denn persistierende tiefe Viruslas-
ten konnen nicht selten Auskunft tiber
therapeutisches Versagen bzw. sich ent-
wickelnde Virusresistenzen geben. Im-
merhin fillt genau in den Bereich zwi-
schen 50 und 400 Kopien die Mehrzahl
der Virus-“Blips® also einzelner viruspo-
sitiver Messwerte bei ansonsten gut sup-
primierten Patienten. Es kommt darauf
an, ob es sich um Einzelmessungen posi-
tiver Viruslasten oder um kontinuierliche
Replikationsprozesse im Patienten han-

delt. Widhrend positive Einzelwerte
NICHT mit einem virologischen Versa-
gen korrelieren®?, moglicherweise weil
solche Einzelblips auler durch fehlende
Medikamentenspiegel auch durch im-
mun-aktivierende Prozesse im Patienten
verursacht werden?, korreliert ein wieder-
holtes Auftreten von Blips mit einem er-
hohte Risiko fiir ein Therapieversagen.**
Letztendlich haben diese Beobachtungen
dazu gefiihrt, dass praktisch alle Labor-
testsysteme Virusmengen im Blut mit
einer Empfindlichkeit von <50 Kopien/
mL erfassen, was sich inzwischen in ent-
sprechenden Richtlinien widerspiegelt.®

Fast unvermeidlich wirft natiirlich auch
diese neue Messgrenze die Frage auf, was
sich denn im Bereich von unter 50 Virus-
kopien pro mL Plasma im Patienten ab-
spielt — schlieSlich sind 49 Kopien nicht
dasselbe wie keine Viren. Virologische
Evidenz aus Analysen mit hochempfind-
lichen Methoden belegen, dass sogar im
supprimierten Patienten eine Evolution
der HIV-Genome stattfindet, was sich in
genetischen Verdnderungen des viralen
Genoms zeigen ldsst.>"

ANTWORT EINES KLINIKERS

Zu Bedeutung viraler Replikation in die-
sem Messbereich hatte die Arbeitsgruppe
von Luc Perrin in Genf bereits im Jahr
2001 Daten vorgestellt.” Bei therapiena-
iven Patienten wurde nach begonnener
ART die Viruslast in regelméafiigen Ab-



FORTBILDUNG [HII\/

stainden verfolgt und das Therapiean-
sprechen fiir die Gruppen mit den Virus-
lastkriterien <3/mL bzw. <50/mL vergli-
chen. Die Studie belegte, dass nach 144
Wochen Therapie das virologische Ver-
sagensrisiko in beiden Gruppen ununter-
scheidbar klein ist. Wahrend also der Ge-
danke, dass jedes Anzeichen einer nicht
kompletten Virusreplikation eher sugge-
riert, dass virologisch die Kontrolle ver-
loren zu gehen droht, lasst sich ein kli-
nischer Unterschied zwischen einer
»kontinuierlich niedrig messbaren Virus-
last® (low level viremia) ohne grofie the-
rapeutische Konsequenz und einem ,,vi-
rologischen Versagen® auch im Bereich
zwischen 50 und 400 Kopien/mL in kli-
nischen Studien bis heute nicht einfach
abgrenzen. Eine Limitierung mag aller-
dings sein, dass die meisten Studien nur
bis zu 48 Wochen laufen, somit also einen
spateren Effekt nicht dokumentieren.

Folglich sind in der Klinik neben dem
rein virologischen andere, nicht minder
bedeutsame Aspekt fiir einen Therapie-
erfolg zu beachten: Die Vertraglichkeit
einer Therapie und die Erhaltung kiinf-
tiger Therapieoptionen. Es sei dem Be-
handler nahegelegt, sich nicht durch ein-
zelne messbare Viruslast-Werte auf-
scheuchen zu lassen, sondern zugleich
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den Wert eines gegenwértig immunolo-
gisch erfolgreichen und gut tolerierten
Regimes nicht zu unterschitzen!

Dabei bleibt allerdings unbestritten, dass
eine ldngerfristig nicht supprimierte Vi-
ruslast prinzipiell klinisch als nachteilig
beurteilt werden muss.

Obwohl es wissenschaftlich logisch er-
scheinen mag, dass selbst eine geringe
(echte) Virusreplikation das Risiko von
Resistenzentwicklung und damit verbun-
denen klinischen Konsequenzen erhéht,
ist der klinische Nachweis eines echten
Replikationsereignisses bei tiefen Virus-
lasten nicht immer trivial. Wie erwéhnt
haben Prozesse, welche das Immunsy-
stem des Patienten beeinflussen, Einfluss
auch auf die Expression latenter, archi-
vierter Viruskopien, und letztendlich lie-
fert der Nachweis resistenzassoziierter
HIV-Mutationen mit ansteigender Virus-
last den Beleg fiir einen Therapie-Verlust.

Replikation in Kompartimenten

Zusitzlich sind auch andere Ursachen fiir
eine niedrige Viramie im peripheren Blut
beschrieben. Sie konnen in persistie-
render Virusreplikation in Komparti-
menten liegen, die mit der gegebenen
Medikation nicht ausreichend erreicht
werden (z.B. eine unzureichende ZNS-
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Géngigkeit mancher antiretroviraler Sub-
stanzen). So konnten in klinische Studien
genetisch unterscheidbare Virusvarian-
ten in unterschiedlichen Komparti-
menten nachgewiesen werden, welche als
Belege fiir eine solche unabhéngige Vi-
rusevolution und Therapie-Erreichbar-
keit dienen.>!?

Interessant sind Langzeitstudien mit Pati-
enten, in denen keine komplette Virussup-
pression erreicht wurde, die also auch
wihrend stabiler Therapiephasen mit
guter Adhérenz messbare Viruslasten auf-
weisen. Stellt man die Daten zwei ver-
schiedener Studien von Lo Re et al. und
Deeks et al. nebeneinander''?, so zeigt
sich trotz anderer Einschlusskriterien, dass
fiir ca. 50% der Patienten entweder ein vi-
rologisches Versagen auf >1.000 Kopien/
mL oder ein immunologisches Versagen
auf CD4-Werte von vor dem Therapiebe-
ginn erst nach ca. 3 Jahren zu beobachten
ist (Abb. 1). Wenngleich keine erstrebens-
werte Situation, belegt es doch auch fiir
diese schwierige Patientengruppe ein be-
achtliches Zeitfenster des Therapieerfolgs.

Endogene Viruslast

Einen weiteren Bereich, der bis heute nur
unvollstindig verstanden ist, bildet die
residuelle Virusproduktion aus Zellen
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Abb. 1 Zeit bis zum Therapieversagen unter ART: (A) Virologisches Versagen (als =1.000 K/mL) bei Patienten mit messbar tiefer Viramie (50-500 K/
mL) und stabiler Therapie als Funktion der Zeit. (Daten adaptiert von Ref. 11) (B) Immunologisches Versagen (CD4-Zellen auf vor-Therapie-Niveau)
bei Patienten mit persistierender Viruslast Uber 500 K/mL. (Adaptiert von Ref. 12)
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und Geweben, in welchen HIV als chro-
mosomal integriertes ,,Provirus® vorliegt.
Ausgehend vom Prinzip, dass Retroviren
wie HIV ihr Genom stets und zwangslau-
fig in ein Chromosom in der Wirtszelle
integrieren, ist in jedem Patienten eine
Vielzahl intakter oder defekter HIV Ge-
nom-Kopien teils in langlebigen Zellen
des Immunsystems stabil archiviert.'>!*
Die Integration kann dabei sogar bewir-
ken, dass die HIV-Kopie unter die Kon-
trolle zelluldrer regulatorischer Sequen-
zen gelangt. Ein solcher Einfluss zelluldrer
»Enhancer® und , Silencer Sequenzen auf
retrovirale Genexpression konnte in ver-
schiedenen Modellsystemen nachgewie-
sen werden.'* Auch wenn solche Prozesse
bei HIV weniger gut studiert sind, sind sie
als prinzipieller Mechanismus endogener
Retrovirusexpression wohl bekannt. Das
bedeutet, dass die chromosomale Integra-
tionsumgebung einen signifikanten Ein-
fluss auf die Produktion von Virusparti-
keln nehmen kann. Eine solche eher en-
dogene Partikelfreisetzung kann weder
durch Hemmer der Reversen Transkrip-
tase, welche auf chromosomal integrierte
Virus-DNA kaum Einfluss nehmen, noch
durch Hemmer der HIV-Integrase (eine
Integration ist langst erfolgt) beeinflusst
werden. Auch Proteasehemmer verhin-
dern diesen Schritt nicht, weil sie ja ledig-
lich die Reifung von HIV-Virionen ver-
hindern, nicht aber die Freisetzung un-
reifer viraler Partikel. Das fithrt unwei-
gerlich und bei jeder Retrovirusinfektion
dazu, dass eine gewisse Menge viraler Par-
tikel nachweisbar bleiben muss, egal wel-
che der heute gédngigen Therapien An-
wendung findet — die Frage ist lediglich:
Wie hoch ist eine solche endogene Virus-
last? Neue Studien belegen in der Tat, dass
eine tiefe, mit empfindlichen Methoden
durchaus messbare, Virusfreisetzung aus
solchen Zellen erfolgt, dass dieses Virus
in jedem HIV-Infizierten nachweisbar ist
und tiber lange Zeit erhalten bleibt.'s
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Abb. 2 Korrelation zwischen Plasmaviruslast und RNA in infizierten Zellen. Oval eingerahmter
Bereich: Patienten-spezifische HIV-RNA Kopienzahl bei gleichzeitig unmessbarer Viruslast im

Plasma. (Adaptiert von Ref. 19)

Nicht-infektiose Partikel

Ein Teil der ,endogenen Freisetzung“
diirfte auf nicht-infektiose Partikel zu-
riickgehen, als Expressionsprodukte de-
fekter Virusgenome, die sich nach Inte-
gration angesammelt haben. Hauptursa-
che fiir die Defekte ist dabei die inharent
hohe Fehlerrate der Reversen Transkrip-
tase von HIV mit einer Fehlerrate von >1
pro 10°000 Nukleotide, also 1-3 Fehler
pro Virusgenom. Weil solche Varianten
trotz der Defekte zur Produktion unreifer
Virusformen fithren, werden sie bei einer
Viruslastbestimmung mittels PCR glei-
chermaflen wie intaktes Virus erfasst und
kénnen von replizierendem Virus nicht
unterschieden werden. Neue Studien be-
legen eindriicklich, dass diese residuelle
tiefe Viruslast auch durch Therapieinten-
sivierung nicht supprimierbar ist1%",
und dass die Kopienzahl solcher Partikel
im Durchschnitt bei wenigen Kopien
(meist <10 Kopien/mL) liegt.’® Die An-
zahl kann aber individuell schwanken
und kann in Einzelfillen die Grenze von
Viruslast-Assays iiberschreiten. Fiir die
betreffenden Patienten besteht dann die
Gefahr, dass sie trotz kompletter Unter-
driickung des replikativen Viruspools
langfristig als niedrig virdmisch eingestuft
werden, da sie nur schwer von ,echten

dauerhaft niedrig virimischen® Patienten
zu unterscheiden sind.

IMMUNSTIMULATION

Uber solche Analysen hinaus fehlen bis
heute systematische Studien, die einen
moglichen Einfluss akuter immunolo-
gischer Prozesse, z.B. im Zusammenhang
mit Allergien oder Alltagsinfekten auf
HIV-Expression und -Viruslast im nied-
rigen Bereich beurteilen lassen. Statis-
tische Auswertungen von Impfungen
(z.B. Influenza) deuten auf eine impfbe-
dingte leichte Erhéhung der HIV-Virus-
last."® Entsprechend ist prinzipiell denk-
bar, dass eine massive Immunstimulie-
rung auch den Zellpool mit integrierter
HIV-DNA aktivieren kann und somit zu
einer erhohten HIV-Expression und Par-
tikelfreisetzung fithren kann. Das kénnte
blip-artig hohere Viruslastwert bewirken,
ohne dass eine mangelnde Suppression
der HIV Produktion zugrunde liegt.

ANTWORT EINES RETROVIRUS
»Nichts gemessen® ist nicht ,,nichts vor-
handen™

Als wichtigste Voraussetzung fiir die er-
forderliche Dauertherapie bei HIV wie
auch fiir die vielfiltigen Moglichkeiten
virologischen Versagens ist die obligato-



FORTBILDUNG [HII\/

rische Zell-Integration des Retrovirus in
seiner Wirtszelle anzusehen. Durch die-
sen Archivierungsschritt schafft das
Virus eine bisher nicht angreitbare Basis
im Patienten. Diese Basis ist ein reiches
und mit der Infektionszeit kontinuierlich
wachsendes Archiv viraler Sequenzen
und Moglichkeiten, weil sémtliche The-
rapieerfahrungen genetisch konserviert
werden, Informationen, die sich tech-
nisch z.B. mittels proviraler Sequenzie-
rung wieder abrufen lassen. Dartiber hi-
naus gibt es seit geraumer Zeit gute Hin-
weise darauf, dass auch bei sehr lokaler,
nicht wahrnehmbaren Replikationspro-
zessen eine virale genetische Diversifizie-
rung und Evolution stattfinden kann.?
Das lasst sich gut abbilden, wenn virale
RNA innerhalb infizierter Zellen gegen
die Plasma-Viruslast aufgetragen wird
(Abb. 2). Die Grafik zeigt, dass auch in
Patienten ohne messbares freies Virus in-
nerhalb von Zellen z.T. tiber 1.000 Ko-
pien HIV-RNA, also eine erhebliche
Genexpression, nachweisbar bleibt.

Resistenzentstehung

Die Liange der chronischen Infektions-
phase bietet dem Virus in Zeiten ungenii-
gender Adhérenz und zu tiefer Medika-
mentenspiegel, aber auch iiber Kompar-
timent-Bildung und unterschiedliche
Organgingigkeit der Medikamente viel-
faltige Gelegenheiten zur Replikation.
Aufgrund der rasanten Generationszeit
von kaum 24 Stunden sind dem Virus
auch kurze Phasen willkommen, in wel-
chen im Gewebe ungefahrliche Medika-
mentenspiegel herrschen, also solche,
welche die Replikation nicht blockieren
konnen und doch einen gewissen Selek-
tionsdruck bewirken. Genau in diesen
Phasen wird die Entstehung von Resis-
tenzen gefordert, weil ,Wildtyp“ unter-
driickt wird und eine resistente Variante
die Regie iibernehmen kann. Nur eine
komplette Blockade viraler Genexpres-

sion kann bewirken, dass sich das Virus
nicht verdndern kann. Das bedeutet, dass
Forschung und Klinik alles Wissen nut-
zen miissen, um einerseits genau dieses
Ziel zu erreichen, andererseits jedoch
ohne unnétige Mafinahmen oder exzes-
sive Therapieansitze zu verwenden.

ZUSAMMENFASSUNG

Aus Klinischer Sicht ldsst sich zusammen-

fassend sagen:

1. dass nach einer erfolgreichen Virus-
lastsuppression in einem Patienten
jede langerfristige Riickkehr mess-
barer Virusmengen ernst zu nehmen
ist, weil sie kiinftiges virologisches An-
sprechen bedrohen kann;

2. dass singuldre, seltene erhohte VL-
Messungen folgenlos bleibende Ein-
zelereignisse enthalten, die auf tech-
nische Fehler/Grenzen bei Proben-
nahme und Testung zuriickgehen oder
auf eine kurzzeitige VL Erhohungen
ohne Erklarung.

3. Kommt es zu wiederholter Viruslaster-
hohung im Bereich von 50-400 Kopien,
so ist zu klaren, ob Medikamentenspie-
gel und somit der medikamentdse
Druck ausreichend sind (ggf. Spiegel-
bestimmung), und ob ein Adharenz-
problem beim Patienten vorliegt.

4. Der CD4-Verlauf ist im Blick zu hal-
ten. Es gibt Patienten, die ein gutes vi-
rologisches Ansprechen zeigen und
CD4 und %CD4 sich erwartungsge-
méfd entwickelt, deren Viruslast je-
doch stets messbar auf sehr tiefem
Wert bleibt. Bei solchen statistisch sel-
tenen Fille kann die Moglichkeit einer
therapeutisch irrelevanten erhohten
»endogenen HIV-Expression® beste-
hen. Da in solchen Fillen eine Thera-
pie-Intensivierung zu keinem weiteren
Viruslastabfall fithren wird, kann auf
weitere Mafinahmen verzichtet wer-
den. Weil allerdings die Unterscheid-
barkeit von einer wirklichen tiefen Vi-

ramie schwierig ist, ist zu empfehlen,
diese Patienten virologisch engma-
schiger zu verfolgen.
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