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1 Theoretische Grundlagen

1.1 Ursprung und Klassifikation des Humanen Immundefizienz Virus
(HIV)

Das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) wurde erstmals 1981 im Zusammenhang mit einer
plétzlich auftretenden Immunschwache [1], insbesondere bei homosexuellen Mannern,

beschrieben. Seit 1983 ist der Erreger der Erkrankung international als HIV bekannt.

Das Virus gehort zu der Virusfamilie der Retroviren und wird der Gattung der Lentiviren
zugeordnet [2]. Es konnte nachgewiesen werden, dass sich das HI-Virus in Folge einer

Zoonose aus dem Simian Immundefizienz Virus (SIV) der Affen entwickelte [3].

Bislang sind zwei Virustypen beschrieben, die AIDS ausldsen kénnen — HIV-1 und HIV-2. Das

Vorkommen von HIV-2 beschrankt sich auf Westafrika [4].

HIV-1 ist hingegen weltweit vertreten. Das Virus kann in verschiedene Gruppen, Subtypen und
zirkulierende rekombinante Formen (CRF) unterschieden werden.

Bislang sind vier Gruppen: M (major), N (non M non O), O (outlier) sowie P bekannt [5].

N ebenso wie O kommen nur sporadisch vor und begrenzen sich meist auf den Raum
Kamerun.

Zirka 97% der Infektionen werden von Viren der Gruppe M verursacht. Viren dieser Gruppe
werden in 9 Subtypen (A — K) sowie in 79 rekombinante Formen unterteilt. Die Einteilung
basiert auf ihrer genetischen Diversitdt sowie Mutationsmustern und Rekombinationen.
Weltweit tritt der Subtyp C am haufigsten (48%) auf. Er ist in Sub-Sahara Afrika ebenso wie in
Zentralasien pravalent. Der Subtyp A und die vom ihm abgeleiteten CRFs machen zirka 25%
aller HIV-1 Infektionen weltweit aus. Sie treten in Osteuropa sowie in West-und Zentralafrika
und Pakistan auf. In Europa, Nordamerika und Australien sowie Japan ist vor allem der Subtyp
B pravalent. Weltweit sind 11% der HIV-1 Infektionen mit diesem Subtyp assoziiert [6]. Die
Subtypen D bis K und verschiedene rekombinante Formen des Virus sind besonders in Afrika
verbreitet [4].

1.2 Epidemiologie

Nach Schatzungen von UNAIDS, dem Gemeinsamen Programm der Vereinten Nationen zu
HIV/AIDS, waren 2014 weltweit 36,9 Mio. Menschen mit dem Virus infiziert, darunter zirka

2 Mio. Neuinfektionen.

In Deutschland waren 2014 rund 83.000 Menschen mit HIV infiziert [7]. Bis zum 01.03.2015

wurden fur das Jahr 2014 3.525 gesicherte Neudiagnosen an das Robert-Koch-Institut Berlin



gemeldet. In den letzten Jahren blieb die Anzahl der gesicherten HIV Neudiagnosen nahezu
konstant. Manner sind haufiger betroffen als Frauen, so wurden 81.2% der Neudiagnosen

2014 bei Mannern registriert.

Die Ubertragung erfolgt in Europa und Nordamerika haufig bei Mannern, die Sex mit Mannern
hatten (MSM), aber auch durch heterosexuellen Kontakt und beim Drogenkonsum.

In Deutschland waren 68% aller HIV-Neudiagnosen von Personen der Transmissionsgruppe
MSM zu verzeichnen. 28% der Neudiagnosen konnten bei Personen mit einem
heterosexuellen Transmissionsrisiko (HET) nachgewiesen werden. Konsumenten intravenos
verabreichter Drogen (IVD) nahmen 4% der HIV-Neudiagnosen ein und stellen die drittgrof3te

Transmissionsgruppe dar [8].

1.3 Studien zum Monitoring der HIV-Epidemie am Robert Koch-Institut

Seit 1988 sind Diagnostiklabore in Deutschland nach §7(3) des Infektionsschutzgesetzes dazu
verpflichtet HIV-Neudiagnosen nichtnamentlich an das Robert Koch-Institut (RKI) zu melden.
Daraus lasst sich zwar die HIV-Pravalenz in Deutschland, aber nicht der Infektionszeitpunkt

und somit auch nicht der Anteil neuer HIV-Infektionen (HIV-Inzidenz) ableiten.

Eine Klassifikation in kirzlich erworbene (<155 Tage [9]) oder langer bestehende (> 155 Tage)
HIV-Infektionen kann mit kommerziell erhaltlichen serologischen ,HIV-Rezent-Tests* (BED-
CEIA, Firma Calypte) erfolgen. Dieser HIV-ELISA basiert auf den proportionalen Titeranstieg

HIV-spezifischer Antikérper wahrend der Infektion.

Fur die Studie — ,Surveillance inzidenter HIV-Infektionen® (InzHIVSurv) werden aus 81
nationalen HIV-Diagnostiklaboren Filterproben (engl. dried serum spots (DSS)), auf denen das
Restserum von HIV-Neudiagnosen getropft wurde, zusammen mit anonym erhobenen

Meldebdgen an das RKI gesandt.

Obwohl der BED-CEIA weltweit verwendet wird, zeichnet ihn eine geringe Sensitivitat und
Spezifitdt aus, deshalb wird das Einbeziehen klinischer Daten in den Algorithmus empfohlen,

um die Wahrscheinlichkeit einer Fehlklassifikation zu reduzieren.

Die Studie ,Molekulare Surveillance von HIV* Giberwacht das Infektionsgeschehen auf virus-
genetischer Ebene. Dabei stehen das Vorkommen und die Verbreitung der zirkulierenden

Virusvarianten hinsichtlich ihrer Resistenten und Subtypen im Fokus.

Durch das Einbeziehen soziodemographischer Daten aus den Meldebdégen kbdnnen
Virusvarianten identifiziert werden, die am aktuellen Infektionsgeschehen in den

verschiedenen Transmissionsgruppen beteiligt sind.

Neben der Inzidenzstudie ist die Serokonverter-Studie ein Bestandteil der Molekularen

Surveillance. Hierbei handelt es sich um eine longitudinale prospektive Studie, die 1997 in



Deutschland begann und tber jahrliche Verlaufskontrollen die virale intrapatienten Evolution

erfasst.

Akute HIV-1 Serokonverter sind definitionsgemald Patienten, die negativ auf anti-HIV-1
Antikorper getestet wurden, aber positiv fir Plasma HIV-1 RNA sind. Es sind auch Patienten,
die einen positiven HIV-1 Antikorpertest haben, aber zundchst negativ oder als fraglich im
Immunoblot eingestuft wurden und erst spater ein positives Ergebnis erhielten. Als
dokumentierte Serokonverter werden auch HIV-Patienten bezeichnet, von denen ein
seronegatives Testergebnis vorliegt, das nicht langer als 3 Jahre vor der Erstdiagnose erhalten
wurde [10].

1.4 Klinischer Verlauf der HIV-Infektion

Bei HIV-positiven, therapie-naiven Patienten kann HIV frei zirkulierend oder in infizierten Zellen

des Blutes, im Sperma oder Genitalsekret sowie in der Muttermilch vorkommen.

Eine Ubertragung erfolgt meist auf dem sexuellen Transmissionsweg, aber auch durch
kontaminierte Nadeln oder Blutprodukte. Eine vertikale Transmission des Virus von der Mutter

auf das Kind ist wahrend der Schwangerschatft, bei der Geburt oder beim Stillen mdglich.

Die Primarinfektion von HIV verlauft meist inapparent. Bei 20-30% der Patienten treten jedoch

grippe — oder mononukleoseahnlicheahnliche Symptome auf.

Auf die akute viramische Phase (7 — 10 Tage nach Infektion) folgt nach 3-4 Wochen die

Serokonversion, in der HIV-Antikbrper nachweisbar sind.

Das Virus verbreitet sich Uber die Blut-und LymphgefaRe. Die Virusreplikation erfolgt
Uberwiegend in den Lymphknoten und anderen lymphatischen Organen. Dies flhrt zunéchst
Zu einer Hyperplasie des Organes, die mit einer Schwellung der Lymphknoten in Erscheinung
tritt (Kategorie A).

Pro Tag werden bis zu 1,0E+10 Viren gebildet, die ebenso viele CD4*-Zellen infizieren und
durch den zytopathischen Effekt sowie durch induzierte apoptotische Prozesse zerstéren. Dies

entspricht zirka 5% der Gesamtpopulation.

Durch einen natirlichen schnellen Turn-Over der CD4-tragenden T-Zellen ist es moglich dem
rapiden Zelluntergang zu kompensieren solange die lymphatischen Organe weitreichend intakt

sind. Zusatzlich werden zirkulierende Viren durch das Immunsystem eliminiert.

Mit fortschreitender Infektion und Zerstérung lymphatischer Gewebe kann der Verlust nicht
mehr hinreichend ausgeglichen werden. Es folgt die symptomatische Phase, das sogenannte
AIDS-Stadium.



Mit dem Untergang der CD4-tragenden T-Lymphozyten sowie Makrophagen und Dentritischen
Zellen kann die Immunantwort nicht ausreichend reguliert werden, da die Ausschittung von
immunmodulierenden Botenstoffen, welche fur die Rekrutierung von zytotoxischen CD8-T-
Zellen und anderen Immunzellen bendtigt werden, zum Erliegen kommt. Dadurch treten
verstarkt opportunistische Infektionen sowie Tumore auf, welche ohne Behandlung bis zum
Tod fuhren [2].

Das erste Auftreten opportunistischer Infektionen, die assoziiert sein kbnnen mit chronischen
Fieberzustanden, Diarrh6e, Nachtschwei? und Gewichtsverlust, werden als AIDS-related
complex (ARC) bezeichnet (Kategorie B). Aus diesem geht schlie3lich das AIDS-Stadium
hervor, in dem weitere opportunistische Infektionen wie Pneumocystis carinii-induzierte

Lungenentziindungen und Tumore wie das Kaposi Syndrom auftreten (Kategorie C).

Entsprechend der Symptomatik (Tab. 1) und der CD4*-Zahl wird die HIV-Infektion nhach dem
Zentrum fur Krankheitskontrolle und Pravention (Center for Disease Control and Prevention
(CDQ)) wie folgt klassifiziert:

Tabelle 1 Einteilung der HIV-Erkrankung nach der CDC Klassifikation 1993 [11]

Klinlk / asymptomatisch oder Symptomatisch AIDS-Erkrankung®
CD4-Zellen akute HIV-Krankhelt aber nicht A oder C

» 500/l Al Bl 1
200—499/ul A2 B2 ]

< 200/l A3 B3 3

2008 wurde diese Klassifikation schlieBlich tGberarbeitet, um ein vereinfachtes Monitoring
sowie eine verbesserte Diagnostik und Therapie zu gewahrleisten (Tab. 2). Hierflir wurde eine
vierte Kategorie eingeflihrt, in der die CD4*-Zahl ebenso wie die Krankheitsvorgeschichte des

Patienten unbekannt ist:

Tabelle 2 Einteilung der HIV-Erkrankung nach der Klassifikation von 2008 [11]

Stadium AlD5-Erkrankungen® CD4-Zellen

1 keine » 500/l oder > 29 %

2 kelne 200499/l oder 1428 %
3 Dokumentlerte AIDS-Erkrankung oder < 200/ oder <14 %

unbekannt Kelne Informatlion vorhanden Kelne Information vorhanden



1.5 Aufbau und Struktur

Die infektiésen HI-Viruspartikel weisen wie alle Retroviren eine Gréf3e von zirka 100 nm auf.
Das konische Kapsid wird von dem Kapsidantigen p24 gebildet. Es umschliel3t zwei Kopien
viraler RNA, die mit den Nukleoproteinen p7 komplexiert sind. Im Inneren des Virus sind die
Enzyme Integrase, Reverse Transkriptase und Protease, sowie eine Virus-spezifische tRNA
vorhanden [2]. Um das Kapsid befindet sich eine Lipoproteinhille, in die
Glykoproteinkomplexe eingelagert sind. Diese bestehen aus einem externen
Oberflachenanteil gp120 und einer Transmembranregion, dem gp41. Beide Domanen sind
Uber nicht kovalente Bindungen miteinander verkntpft und als Trimer in die Membran
eingelassen. Neben den Virusproteinen sind zusétzlich zellulare Oberflachenproteine wie das
Humane lymphatische Antigen (HLA) oder das interzellulare Adhasionsmolekil 1 (ICAM-1) an
der Virusoberflache auszumachen. Die Innenseite der Virushille wird von dem Matrixprotein
pl7 ausgekleidet [11] (Abb. 1).
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Abbildung 1 Aufbau und Struktur eines HIV-Virions [11]

1.6 Genomaufbau

Ebenso wie andere Retroviren verflgt auch das HI-Virus Uber eine lineare ss(+) RNA, die
ahnlich einer eukaryotischen mRNA am 5° Terminus eine Cap-Struktur und am 3‘ Ende eine
Polyadenylierung aufweist. Aufgrund drei Uberlappender offener Leserahmen (ORF — open
reading frames) verfluigt das Virus Uber einen erhdohten Kodierungsbereich. Die viralen
Genomregionen, welche fur das Gruppen-spezifische Antigen (Gag), die enzymatische
Aktivitat (Pol) und die Glykoproteine (Env) kodieren, sind flankiert von regulatorischen

Kontrollsequenzen, den long terminal repeats (LTR) (Abb. 2):



Am 5' Ende der viralen RNA folgt auf das Cap eine redundante (R) Domé&ne und eine U5-
Region (U — unique). Letztere enthalt Informationen fiir die Integration des Virusgenoms in die
zellulare DNA. Der U5-Region schlief3t sich eine Primerbindungsstelle an (PB), welche
Bindungsstellen fir die Virus-spezifische transfer RNA (tRNA) aufweist. Zwischen der
Primerbindungsstelle und der ersten viralen Genomregion befindet sich die Leader-Sequenz
mit dem @ —Verpackungssignal, das fur die spatere Morphogenese des Virus essentiell ist.
Nach den fiir die Proteine kodierenden Sequenzen folgt am 3 Ende der Polypurintrakt (PP),
welcher die Reverse Transkription initiiert. Am 3' ebenso wie am 5° Terminus der viralen RNA

befindet sich die U3- und U5 Region als auch die redundante Doméne R.

Neben den bei allen Retroviren gemeinsamen gag, pol und env-Genombereichen verfugt HIV
Uber sechs weitere kodierende Regionen. Zwei von ihnen sind essentiell fur die
Virusreplikation. Sie kodieren fiir den Transaktivator und den Regulator der Transkription (tat
und rev). Vier weitere fur die Replikation nicht notwendige akzessorische Regulatorproteine

werden im Genom kodiert:

Der virale Infektionsfaktor (vif) interagiert mit dem zellularen Restriktionsfaktor ABOBEC3 und
inhibiert diesen. ABOBECS initiiert andernfalls Mutationen in das HIV-Genom und vermindert
die Infektiositat des Virus. Das virale Protein R (vrp) versetzt die Zelle in einen Zellzyklusarrest
in der G2/M-Phase. Dies ist besonders in nicht-teilenden Zellen von grof3er Bedeutung. Das
virale Protein U (vpu) verstarkt die Freisetzung der Viruspartikel indem es den
Restriktionsfaktor Tetherin inhibiert, daraufhin werden vermehrt CD4-Rezeptoren abgebaut
[12]. Dies wird durch ein weiteres Regulatorprotein unterstiitzt: Der Negativfaktor (Nef)
vermindert die Expression und den Transport des CD4-Rezeptors, der Ko-Rezeptoren sowie
des Humanen lymphatischen Antigens Il (HLA-II) durch das Eingreifen in zellulare Signalwege.
Auf diese Weise werden die Antigenprasentation und damit die T-Zellaktivitat negativ

beeinflusst. Die Virusreplikation innerhalb der Zelle wird jedoch verstarkt [2].
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Abbildung 2 Struktur des HIV-1 Genoms [13]



1.7 Replikationszyklus

Der Viruseintritt beginnt mit der Bindung des HIV-Huillproteins gp120 an den CD4-Rezeptor
und den Ko-Rezeptor der Zelle. Nach Fusion der Virushille und der Zellmembran wird das
Viruskapsid in das Zytoplasma entlassen. Dort erfolgt die Umschreibung der viralen RNA in
provirale lineare DNA. Dieser Prozess wird durch die virale Reverse Transkriptase (RT)
vermittelt. Das Enzym verfugt Gber keine proof-reading-Funktion. Dies fiihrt zu einer erhéhten
Mutationsrate innerhalb der generierten proviralen DNA. Es entstehen replikationsfahige aber
auch replikationsdefiziente Viren. Neben diesen etablieren sich auch genetisch-verschiedene

Virusvarianten, die sogenannten ,Quasispezies”.

In ruhenden Immunzellen verbleibt die provirale DNA zunachst im Zytosol. Erst mit der
Aktivierung der Zelle wird die Virus-DNA unter Einwirkung eines weiteren viralen Enzyms, der
Integrase, in das zelluldare Genom integriert. Die Integrase erzeugt hierbei Uberlappende
Enden sowohl in der proviralen als auch in der zellularen DNA und ermdglicht so den Einbau.
Durch die Bindung des Virus an den Ko-Rezeptor CCR5 (CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 5)
oder CXCR4 (CXC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 4) werden verschiedene Signalwege aktiviert,
u.a. der Nukleare Faktor ,kappa light chain enhancer® von aktivierten B-Zellen (NFkB)-Weg.
Es wurde bereits postuliert, dass NFkB an die LTR-Region der proviralen DNA bindet und die

Transkription durch die zellulare Polymerase Il stimuliert [2].

In der frihen Phase des Infektionszyklus entstehen gespleif3te und ungespleildte messenger
RNAs (mMRNA). Zunachst werden nur die mehrfach gespleil3ten RNAs in das Zytosol exportiert,
wo schliel3lich auch die Translation erfolgt. Daraus resultieren die frihen regulatorischen
Proteine: Tat, Rev sowie Nef, welche anschlielRend zurtick in den Kern transportiert werden.
Tat als Transkriptionsaktivator bindet an das Trans-acting response element (TAR) innerhalb
der viralen DNA. Zusammen mit dem zellulare Ko-Faktor Cyclin T1 stimuliert es die
Transkription und fihrt verstérkt zu der Bildung langer gespleif3ter bzw. ungespleil3ter mRNAs.
Das ebenfalls exprimierte Rev-Protein fungiert als nuklearer Exportfaktor. Es bindet an das
rev-response element (RRE) einfach gespleif3ter oder ungespleil3ter RNA und transportiert sie
in das Zytoplasma der infizierten Zelle [12]. Einfach gesplei3te RNAs kodieren fir die env-
Proteine, sowie flr die regulatorischen Proteine Vpu, Vif, Vpr. Ungesplei3te RNA enthalt
hingegen die Information fir Gag und Gag/Pol-Proteine. Ein Teil dieser RNA wird ebenfalls als

genomische RNA in die entstehenden Viruspartikel eingelagert.

Die viralen Polyproteine Gag, Gag-Pol und Env werden zunachst als Vorlaufermolekile
synthetisiert, die im weiteren Verlauf des Infektionszyklus prozessiert werden. Die Env-

Proteine werden schlie3lich in die Plasmamembran inkorporiert.



Gag- ebenso wie der Gag/Pol-Vorlaufer und einige Ubrige Virusproteine werden an freien
Ribosomen im Zytosol translatiert. Wahrend der Synthese erfolgt eine Myristylierung an dem
N-Terminus der Vorlaufermolekile. Diese posttranslationale Modifikation ermdglicht den

Transport durch zellulare Proteine zur Plasmamembran und die Anlagerung daran.

An der Plasmamembran erfolgt die Morphogenese der Viruspartikel. Zwei Kopien der full-
length HIV-RNA akkumulieren Uber intrazellulare Wechselwirkungen mit dem Gag und dem
Gag/Pol-Vorlaufermolekil. Es formiert sich das virale Kapsid, das mit der
Transmembranregion der viralen Env-Proteine an der Zellmembran interagiert, wodurch ein

behdlltes Virus entsteht, das von der Zelloberflache abgeschniirt wird (budding).

Erst die autokatalytische Spaltung der Vorlaufermolekille Gag- und Gag/Pol durch die virale
Protease flhrt zu der Entstehung reifer Viruspartikel und zu einem erfolgreichen
Infektionszyklus. Die Protease ist nur in den von der Zelle freigesetzten Viruspartikeln aktiv,
da die Vorlauferproteine andernfalls bereits im Zytosol gespalten und so die Integritét in der

Plasmamembran verlieren wirden [2].

1.7.1 Die Hullproteine von HIV

1.7.1.1 Biogenese

Die Hullproteine (envelope (Env)) gp 120 und gp41 gehen aus dem Vorlaufermolekul gpl160
hervor (Abb. 3), das aus der einfach gesplei3ten vpr/env mRNA am rauen Endoplasmatischen
Retikulum (rER) translatiert wird. Dieser Prozess wird durch das endstandige Signalpeptid

(SP) eingeleitet.

Die Synthese der entstehenden Aminosaurekette erfolgt in das ER-Lumen bis zu einer
hydrophoben Doméane im transmembranen Proteinanteil, der das Molekul in der ER-Membran
verankert [2]. Nach Beendigung der Translation wird das Signalpeptid abgespalten und der N-
Terminus durch N-verknipfte Oligosaccharide glykosyliert. Die einzelnen gp160 Monomere
oligomierisieren schliel3lich zu Trimeren und werden Uber den sekretorischen Weg zum Golgi-
Apparat transportiert. Dort erfolgen weitere Modifikationen sowie die Spaltung des Proteins in
gp120 und gp41. Die Prozessierung wird durch Furin oder durch eine Furin-ahnliche Protease
katalysiert. Trotz der Spaltung bleiben die beiden Glykoproteine Uber eine nicht-kovalente
Bindung mit einander verbunden. Die Trimere aus dem gp120-gp41 Komplex formieren sich
zu einem Glykoproteinspike, der zur Plasmamembran transportiert und in die virale Hulle

inkorporiert wird.



Um die Immunreaktion zu umgehen, werden die Env-Proteine nur in geringer Konzentration in
die Plasmamembran eingebaut. Demnach mussen die einzelnen Molekile stets abgebaut und

wieder neu zur Verflgung gestellt werden [14].
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Abbildung 3 Doméanen des HIV-1-Env [14]

1.7.1.2 Struktur des gp120

Das Glykoprotein 120 von HIV-1 besteht aus 5 variablen (C1-C5) sowie 5 konservierten
Domaénen (V1-V5) (Abb. 3). Diese Struktur sowie zahlreiche Glykosylierungsstellen verleihen
dem Molekil eine hohe Diversitat und unterstiitzen die Immunevasion. Hinzukommen die

genetische Variabilitat, welche durch die Fehlerrate der Reversen Transkriptase gegeben ist
[2].

Gp120 verfligt Gber zahlreiche konservierte Cysteinreste, die Uber Disulfidbriicken dem
Protein seine drei-dimensionale Struktur geben [14]. Die konservierten Doménen bilden den
Kern des gpl120, wohingegen die variablen Domanen an der Oberflache als Schleifen
exponiert werden, die tUber Disulfidbriicken verankert sind [13]. Die variablen Domanen 4 und
5 (V4, V5) tragen zu der Bindung des CD4-Rezeptors bei. V3 hingegen ist mit dem Ko-

Rezeptorgebrauch assoziiert.

Das V3-Loop ist Uber einen konservierten antiparallelen Strang mit dem restlichen gp120-
Molekul verbunden. Die darauffolgende Stammregion ist variabel und hoch flexibel. Sie geht
in ein konserviertes turn-GPGR-Motiv (Glyzin, Prolin, Gylzin, Arginin) Gber [15] (Abb. 4).
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4 pisulfidbriicke

Abbildung 4 Aufbau des HIV-1 V3-Loops [16, 17]

Das V3-Loop ist charakterisiert durch eine hypervariable Stammregion, welche Glykosylierungsstellen
aufweist (gruin). Innerhalb dieser Stammregion sind insbesondere die Positionen 11, 24 und 25, sofern
an diese Stellen basische Aminosauren inseriert werden, mit einer Veranderung des Ko-
Rezeptorgebrauchs assoziiert und der damit einhergehenden Synzytienbildung (fett gedruckt). An der
Spitze des Loops befindet sich schlie3lich das konservierte GPGR-Motiv.

1.7.1.3 Struktur des gp41
Das zweite Protein, das aus der Prozessierung des gpl60 hervorgeht, ist gp41. Es besteht
aus 345 Aminosauren, die drei Doméanen ausbilden: eine extrazellulare, eine transmembrane

und eine intrazellulare Doméane.

Die extrazellulare Doméane, welche auch als Ektodomane bezeichnet wird, vermittelt die
fusiogene Eigenschaft des Proteins. Am N-Terminus verfigt es Uber das hydrophobe
Fusionsprotein, dem durch polare Regionen unterbrochen, zwei ebenfalls hydrophobe N-
terminale und C-terminale heptamere repeats (HR) folgen. Diese repeats sind als a-helikale
coil-coiled Strukturen angeordnet und tber Disulfidbriicken miteinander verbunden [14, 13].
Ebenfalls in der Ektodomane enthalten ist die 24 Aminoséuren grof3e hochkonservierte
proximale externe Membranregion (MPER), welche die Fusiogenitat aber auch die

Virusinfektiositat verstarkt.

Der konservierte Transmembrananteil des gp41 verankert schlie3lich das Env-Molekdl in der
viralen Lipidmembran. Die darauffolgende intrazellulare Domé&ne besteht aus drei
konservierten amphiphatischen a-helikalen Segmenten, die als lentivirale lytische Peptide
(LLP1-3) bezeichnet werden (Abb. 3). Sie beeinflussen die Eigenschaften des gp120/gp41
Komplexes und vermitteln hierbei die Fusion, die Proteinstabilitat, die Multimerisierung ebenso

wie die Expression und Inkorporation an der Zelloberflache [14].
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1.7.2 Der molekulare Mechanismus des Viruseintritts

Der Viruseintritt definiert die Bindung eines Virus an zellulare Oberflachenproteine, in dessen

Folge die virale Hulle mit der Plasmamembran der Wirtszellen fusioniert.

Drei gp120-gp41 Komplexe bilden den Env-Trimer. Das virale Hullprotein gp120 bindet tber
seine konstanten Regionen an die hoch-konservierte Bindungsstelle des CD4-Rezeptors. Dies
fuhrt zu einer starken Konformationsanderung innerhalb des gpl120-Molekils, bei der die
variablen Doméanen V1/V2 sowie V3 verschoben werden. Daraus resultiert das sogenannte
bridging sheet, das aus zwei anti-parallelen B-Faltblattern besteht, welche die auf3ere und
innere Domane des gpl20 miteinander verbinden. Die V3-Doméne wird in dieser
Konformation zur Zelloberflache ausgerichtet und bestimmt damit direkt die Ko-Rezeptor-
bindung [13].

Nachdem gp120 den Rezeptor und Ko-Rezeptor auf der Zelloberflache gebunden hat, erfolgen
weitere strukturelle Veranderungen in dem gp120-gp41 Komplex [14], in dessen Konsequenz
das N-terminale Fusionsprotein des gp41 in die Zellmembran inseriert wird. Dies fuhrt zur einer
Umbildung der N- sowie der C-heptameren repeat Helices, welche nun ein thermostabiles
Sechs-Helix-Bindel mit einem weiteren Env-Trimer [18] ausbilden und die Fusion zwischen

der Virushuille und der Zellmembran erméglichen [13].
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Abbildung 5 Vorgang des Viruseintritt bei HIV-1 [18]
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1.8 Der Ko-Rezeptorgebrauch des HIV-1

1.8.1 Wirtstropismus

Bereits kurz nach der Entdeckung von HIV konnte der CD4 Rezeptor als primarer Rezeptor
identifiziert werden. Es zeigte sich jedoch frih, dass dieser Rezeptor allein nicht fir einen
effizienten Viruseintritt ausreichen wirde. 1989 erkannte eine schwedische Arbeitsgruppe bei
in vitro Studien, dass sich wahrend der HIV-Infektion ein Wandel des Wirtstropismus ereignet,

der mit phanotypischen Veranderungen der Zellen einhergeht [19].

Basierend auf diesen Beobachtungen erfolgte die Einteilung nach den préferierten Zelltypen
in Makrophagen-trope (M-trope) und T-Zelltrope (T-trope) Viren. Zirka zehn Jahre spater
wurden die entsprechenden Ko-Rezeptoren entdeckt. M-trope Viren binden demnach den
Chemokinrezeptor CCR5 [20], wahrend T-trope Viren CXCR4 als Ko-Rezeptor bendtigen. Sie

werden entsprechend ihres Ko-Rezeptortropismus als R5- oder X4-Viren bezeichnet [21].

Die vorherrschende Meinung ist, dass zu Beginn der HIV-Infektion das Virus Gberwiegend an
den CD4 sowie an den CCR5 Rezeptor bindet, der von Makrophagen, Dendritischen Zellen
und zirkulierenden T-Zellen exprimiert wird [22]. Das Virus repliziert zunéachst nur sehr
langsam. In diesem Stadium ist kein zytopathischer Effekt, wie die fur HIV typische

Synzytiumbildung, zu beobachten.

Mit fortschreitender Infektion erfolgt bei 50% der Patienten mit HIV des Subtyps B der
Ubergang vom CCR5 zum CXCR4-Rezeptor als praferierten Ko-Rezeptor. Das Virus repliziert
sich nun schneller und effizienter. Auch ruhende und naive T-Zellen werden infiziert [22]. Die

Zellen neigen nun verstarkt zur Ausbildung von Synzytien.

Die Veranderung des Wirtstropismus ist mit einer erhdhten Viruslast sowie der Abnahme der
CD4*-Zellen assoziiert. Es steht damit in direkter Verbindung zu einer schnellen Progression

von AIDS und den daraus resultierenden Konsequenzen [23].

Neben X4 und R5-Viren sind auch dual-trope (M/T-trope bzw. X4R5) Viren am
Infektionsgeschehen beteiligt. Sie konnen sowohl den CCR5 als auch den CXCR4 Rezeptor
binden. Es wird davon ausgegangen, dass sie Zwischenstufen darstellen, die sich wahrend
des Uberganges ausbilden. Die Viruspopulation ist sehr heterogen [11]. Reine X4-Viren treten
nur selten in vivo auf, meist sind sie in einer dualtropen oder Mischpopulation (D/M) préasent
[22].

Der Zelltropismus und der Zeitpunkt des Ubergangs von R5- zu X4-Viren kénnen unter den
verschiedenen HIV-Subtypen und zirkulierenden rekombinanten Formen variieren. Analysen
der V3-Konsensussequenz ergaben, dass in CRF 19 _cpx bereits sehr frih der Wandel zu
CXCRA4 als Ko-Rezeptor erfolgt [24].
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1.8.2 Bestimmung des Ko-Rezeptorgebrauchs

Die Ermittlung des Ko-Rezeptorgebrauches kann phanotypisch oder genotypisch erfolgen.
Phéanotypische Assays sind zellbasierende Tests wie der Trofile®-Assay, die zwar sehr
spezifisch und sensitiv, aber auch zeit — und kostenaufwandig sind. Deshalb werden verstarkt
genotypische Methoden verwendet, um das Auftreten von X4-Viren auszuschlie3en und um

CCRb5-Anatgonisten fiir die Therapie beriicksichtigen zu kénnen.

Diese in silico-Analysen bestimmen mit Hilfe eines Computeralgorithmus den Ko-
Rezeptorgebrauch. Verschiedene Algorithmen fokussieren hierbei besonders auf die V3-
Region, da sie den Ko-Rezeptorgebrauch Uberwiegend bestimmt und zudem Uber

hochkonservierte Regionen verfugt [25].

Die ersten Vorhersage-Methoden basierten auf den Beobachtungen von Raymond et al., dass
Mutationen insbesondere an Position 11 und 25 zu der Verdnderung des Tropismus von CCR5
zu CXCR4 beitragen. Daraus resultierte die 11/25-Regel, die von Raymond et al. fir die
Vorhersage des Ko-Rezeptorgebrauches etabliert wurde [26]. Bereits eine Mutation zu der
basischen Aminosaure Lysin (K) oder Arginin (R) an einer der Positionen ist mit dem Ubergang

zu X4-Viren assoziiert.

Diese Faustregel wird haufig in Verbindung mit der Nettoladung verwendet.

TGT ACA AGA CCC AAC AAC AAT ACA AGA AAR ATA CAT ATA GGA CCA GGG AGA GCA TTT TAT ACA ACA GGA ATA ATA GGA GAT ATA AGA CAA GCA CAT TGT
ConsensusB: C T R P N N N T R K IR G R G RIARES YA G EEGC DI RIE QAT HEC

Abbildung 6 Konsensus-Sequenz des V3-Loops anhand des Subtyps B

Markiert sind die Aminosaurepositionen 11 und 25, bei denen Mutationen den Ko-Rezeptorgebrauch
beeinflussen. So fuhrt der Einbau einer positiv-geladenen Aminosaure an einer der Positionen zum
Ubergang zu X4-Viren

Die Nettoladung berechnet sich aus den Anteilen positiv und negativ geladener Aminoséuren

innerhalb des V3-Loops (Arginin, Lysin bzw. Glutamin- und Asparaginsaure) wie folgt:

Nettoladung = (Arginin (R)+Lysin (K)) — (Asparginsaure (E)+Glutaminséure (D))

positiv geladen negativ geladen

Eine Nettoladung < 4 wird meist mit dem Ko-Rezeptor CCR5 in Verbindung gebracht.

Nettoladungen > 5 sind hingegen mit X4-Viren assoziiert.

Mittlerweile ist bekannt, dass mit fortschreitender Infektion verstarkt basische Aminosauren
innerhalb des V3-Loops inseriert werden und dass verschiedene Mutationen innerhalb des V3-
Loops zu einem Ubergang zu X4-Viren filhren, sodass die 11/25 Regel allein nicht mehr
ausreicht [27]. Die heutigen Algorithmen wurden daher mit statistischen Lernmethoden trainiert

wie der Support Vektor Maschine (SVM) oder der Positionsspezifischen Score-Matrix (PSSM),
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dadurch soll die Genauigkeit der Vorhersage verbessert werden. Die 11/25-Regel kommt in

diesen Algorithmen nur noch bei Grenzfallen zur Anwendung.

Kirzlich wurde postuliert, dass fir eine prazise Vorhersage neben der Nukleotid- oder
Aminosauresequenz des V3-Loops auch die Glykosylierungsstellen in die Berechnungen
einbezogen werden sollten [26], denn der zusétzliche der Verlust von N-Glykosylierungsstelle,
insbesondere an Position g15 von V3 verstarken den Ubergang zu X4-Viren und unterstiitzen

die Progression von AIDS.

Der Verlust von Glykosylierungsstellen besonders in der spéten Phase der Infektion scheint
riskant. Allerdings ist das Immunsystem zu diesem Zeitpunkt sehr geschwéacht und durch die

Demaskierung des Virus wird die Effizienz des Viruseintrittes verstarkt [15].



1.8.3 Vorhersage-Methoden zur genotypischen Bestimmung des

Rezeptorgebrauches
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1.9 Antiretrovirale Therapie

Auf der Welt-AIDS Konferenz in Vancouver 1996 erschien der erste Bericht zur hoch
aktiven antiretroviralen Therapie (High Active Antiretroviral Therapy (HAART)). Zwar
wurden bereits Monotherapien mit Nukleosidanaloga Ende der 80er Jahre entwickelt,

allerdings blieben diese weitgehend wirkungslos.

Der 1996 vorgestellte neue Therapieansatz sah die Kombination verschiedener
Medikamente vor. Zunéchst schloss dies nur diverse Nukleosidanaloga ein, aber mit
dem Aufkommen neuer Therapeutika wie den Proteaseinhibitoren wurde das Spektrum

erweitert.

2014 hatte jedoch nur zirka die Halfte der mit HIV-infizierten Patienten (15,8 Mio, Stand
Juni 2015) Zugang zu antiretroviraler Therapie (ART) [31].

Die klassischen Therapieansatze zielen vor allem auf die viralen Enzyme Reverse
Transkriptase, Protease sowie Integrase ab. Neben diesen finden auch Eintritts-
Inhibitoren Anwendung, die extrazellular den Viruseintritt verhindern und so eine

eventuell bessere Vertraglichkeit gewéhrleisten [11].
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Abbildung 7 Angriffspunkte Antiretroviraler Therapie (ART) bei HIV-1 [11]

Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI) wurden bereits 1987
entwickelt. Sie richten sich gegen das virale Enzym Reverse Transkriptase, das die virale
RNA in DNA umschreibt. Als Nukleosid-ahnliche Substanzen konkurrieren sie mit den
physiologischen Nukleosiden um die Bindungsstellen am Enzym. Der Unterschied liegt

lediglich in der Modifikation des Zuckermolekils. Beim Einbau der Analoga fihrt dies
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zum Abbruch der entstehenden DNA-Kette, da keine stabilen Phosphorbriicken fir die
Doppelstrangstabilisierung ausgebildet werden kdnnen. NRTI sind so genannte ,Pro
Drugs*, die zunachst in der Zelle durch Modifikationen aktiv werden. Dies wird durch eine

schrittweise Phosphorylierung umgesetzt.

Eine zweite Wirkstoffklasse, die der Nicht-Nukleosidische Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren (NNRTI), richten sich ebenfalls gegen das Enzym Reverse Transkriptase.
Sie binden jedoch nicht-kompetitiv in der Néhe der Substratbindungsstelle des Enzyms
und beeinflussen so die katalytische Aktivitdt. Daraufhin kdnnen weniger Nukleoside
gebunden werden, sodass die Polymerisation verlangsamt und die Virusreplikation

gehemmt wird.

Mitte der 90er Jahre wurde schlieBlich eine dritte Wirkstoffgruppe vorgestellt. Die
Proteaseinhibitoren (Pl) hemmen die HIV-Protease am Ende des Replikationszyklus,
welche das Polyprotein Gag-Pol in seine Untereinheiten aufspaltet. Dadurch wird die
Bildung infektitser Viruspartikel unterbunden. Die Medikamente wurden basierend auf
der enzymatischen Struktur entwickelt, sodass die Substanzen unmittelbar das aktive
Zentrum binden. FUr eine optimale Pharmakokinetik mit einer gesteigerten
Maximalkonzentration und Halbwertszeit ist es notwendig sogenannte Booster
einzusetzen, die das gastrointestinale und hepatische Isoenzym 3A4 des Cytochrom

P450-Enzymsystems hemmen.

Weitere wichtige antiretrovirale Therapeutika sind die Integrase-Inhibitoren. Der
Integrationsmechanismus erfolgt in vier Schritten, die theoretisch gehemmt werden

kdnnten:

Pyranodipyrimidine unterbinden beispielsweise die Bindung der Integrase an die virale
DNA und somit die Bildung eines stabilen Praintegrasekomplexes. Die anschlielRende 3
Prozessierung, bei der an beiden Enden der viralen DNA 3‘ Hydroxylenden innerhalb
des Praintegrasekomplexes erzeugt werden, kénnten durch Prozessierungsinhibitoren
gehemmt werden. Nach der Prozessierung erfolgt der Transport der viralen DNA in den
Zellkern und die irreversible Bindung der Hydroxylgruppe der viralen DNA an die
Phosphordiesterbindung der Wirts-DNA. Dieser Schritt ist Angriffspunkt fir sogenannte
Strangtransfer-Inhibitoren. Das resultierende Licken-aufweisende Intermediat aus
viraler und zellularer DNA wird durch zellulare Reparaturenzyme aufgeflillt. Der Prozess

kann unter Einwirkung von Methylxanthinen gehemmt werden.

Bisher sind jedoch nur Strangtransfer-Inhibitoren zugelassen. Die virale Integrase besitzt

kein humanes Aquivalent, sodass Nebenwirkungen selten sind.
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Die letzte Wirkstoffklasse beinhaltet die Entry-Inhibitoren. Sie fungieren an

verschiedenen Angriffspunkten:

Die Attachement-Inhibitoren verhindern die Bindung des viralen Hullproteins gp120 an
den CD4-Rezeptor der Wirtszelle. Eine weitere Gruppe dieser Wirkstoffklasse sind die
Ko-Rezeptorantagonisten. Bisher wurden jedoch nur Inhibitoren zugelassen, die effizient
den CCR5-Rezeptor blockieren und so die Bindung des Virus an den Wirts-Ko-Rezeptor
verhindern. Dieser Therapieansatz basiert auf der Entdeckung, dass Patienten mit einer
homozygoten Deletion des CCR5-Gens nicht mit HIV infiziert werden kénnen. Auch bei
einer heterozygoten Deletion in diesem Genbereich ist der virale Replikationszyklus
verlangsamt im Vergleich zu Patienten, die keine Deletion in dieser Genregion
aufweisen. Die Entwicklung von Medikamenten, die effizient den CXCR4-Rezeptor
binden und so die Progression von AIDS verhindern, erweist sich hingegen als schwierig,
da der Rezeptor auch an der Mobilisierung von Stammzellen beteiligt ist. Bisher wurden
daher keine CXCR4-Antagonisten zugelassen. Die Fusion des viralen Kapsids mit der

Wirtszellmembran wird schlie3lich durch Fusions-Inhibitoren beeinflusst [11].

Ko-Rezeptorantagonisten ebenso wie Fusionsinhibitoren sind fir die Therapie

verfiigbar.
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2 Zielstellung

Zielzellen des HIV sind CD4-Rezeptor tragende Zellen des Monozyten-Makrophagen-
Systems und CD4-tragende T-Helferzellen. Fir den Viruseintritt in die Wirtszelle bindet
das virale Hullprotein gpl20 an die hoch-konservierte Bindungsstelle des CD4-
Rezeptors. Dies fuhrt zu einer Konformationsdnderung innerhalb des gp120-Molekdls,
bei der die variable Doméne V3 zur Zelloberflache ausgerichtet wird und somit zur
Bindung des Chemokin-Rezeptors CCR5 oder CXCR4 beitragt. Entsprechend des Ko-
Rezeptorgebrauchs sind sogenannte R5-, X4-Viren oder dualtrope (R5X4) Viren am
Infektionsgeschehen beteiligt. In der frihen Infektionsphase werden berwiegend
CCRb5-tragende Immunzellen infiziert. Im weiteren Verlauf der Infektion entwickeln sich
virale Quasispezies durch die stete Virusreplikation, sodass im spateren
Infektionsstadium vermehrt X4- sowie dualtrope Viren vorkommen. Dieser Ubergang ist
h&aufig mit einer schnelleren Progression von AIDS assoziiert. Auf dieser Grundlage
basiert die der Arbeit zugrundeliegende Hypothese, dass in der friihen Infektionsphase
keine oder selten X4-Viren auftreten. In diesem Zusammenhang war das Ziel dieser
Arbeit das Potential der genotypischen Ko-Rezeptorvorhersage als Korrekturméglichkeit
von serologisch als ,rezent‘ klassifizierten HIV-Neudiagnosen in der HIV-
Inzidenzsurveilance  (InzSurvHIV) zu ermitteln, da der verwendete ELISA

methodenbedingt haufig falsch-rezente Ergebnisse aufweist.

Hierzu soll zunéchst der HIV-Ko-Rezeptorgebrauch in einem Evaluationspanel, das aus
108 kurzlich-infizierten Serokonvertern (Infektionsdauer < 155 Tage) besteht, anhand
von V3-Sequenzen bestimmt werden. Basierend auf diesen Sequenzen sollen sechs
verschiedene in silico Vorhersagemodelle fir die Auswertung des Ko-
Rezeptorgebrauches verglichen und die Hypothese belegt oder abgelehnt werden. Des
Weiteren soll fur die auf Filter getropften Serumproben (DSS) der InzSurvHIV
Neudiagnosen eine env-PCR optimiert und anschlieend fir DSS eines Patientenpanels
mit kdrzlich-erworbenen (rezenten) und chronischen Infektionen aus dem Zeitraum von
15.10. bis 31.12.2014 angewandt werden. Die resultierenden PCR-Produkte, die nach
Sanger sequenziert werden, werden schlie3lich in silico genotypisch hinsichtlich ihres
Ko-Rezeptorgebrauches ausgewertet und anschlieRend der Anteil von X4- und R5-Viren
in den kurzlich-erworbenen und chronisch klassifizierten Infektionen ermittelt. Die
Moglichkeit einer Korrektur der serologisch falsch-rezent bestimmten Neudiagnosen soll
diskutiert werden. AbschlieBend sollen die Ko-Rezeptorvorhersagen rezenter
Infektionen aus Sanger Sequenzen mit denen aus NGS generierten Sequenzen
(Mlumina Plattform, unter Verwendung eines 10%igen cut-offs flir minoritare
Virusvarianten) verglichen werden, um den Anteil potentiell nicht erfasster X4- und R5-

troper Viren zu identifizieren.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Proben

Proben Hersteller

HTV-1B-Laborstamm HIV-1 Isolat, das in H9-Zellen vermehrt wurde und als
Konzentrationsstandard  (6,0E+10 Kopien/ml)  dient,

Quantifizierung erfolgte in externen Labor

HIV-1 Negativplasma Von 26 Einzelspenders des Deutschen Rotes Kreuzes
(DRK)

Subtyp-Panel 5 Isolate der HIV-1-Subtypen A, C, G, D, AG aus der
Arbeitsgruppe FG18

3.1.2 HIV-1 Subtyp-Referenzpanel (Virusisolate)

Fur das Subtyp-Referenzpanel wurden funf Virusisolate verschiedener Subtypen aus der
Virusstocklosung der Arbeitsgruppe des Fachgebietes 18 verwendet. Es wurden nur
Subtypen ausgewabhlt, die in Deutschland vermehrt auftreten. Die Virusstocklésungen

werden bei -70°C gelagert.

Subtyp Herkunft
A WHO
AG WHO

C WHO

D WHO

G WHO
CRF02_AG Nigeria

3.1.3 Patientenproben

Filtergetrocknete Serumproben (dried serum spots — DSS), die im Rahmen der Inzidenz
Surveillance Studie im Zeitraum von 15.10. bis 31.12.2014 am RKI eingingen, wurden in
der RKI Routine mittels eines serologischen Tests in rezente und chronische Infektionen
unterschieden. Die viralen Genombereiche der Protease (PR) und Reversen
Transkriptase (RT) aus den Proben rezent-infizierter Patienten sind bereits im Vorfeld

mit Sanger Sequenzierung (2014) sequenziert wurden.
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Serumproben chronisch-infizierter Patienten aus dem Zeitraum 2014 waren bereits
Gegenstand einer friiheren Masterarbeit, in der die virale RNA isoliert und die PR und
RT-Region mit Sanger Sequenzierung analysiert wurden. Die RNA-Proben ebenso wie

die Daten wurden fur weitere Studien zur Verfligung gestellt.

Diese 240 Proben aus 2014 (85 rezente, 155 chronische Infektionen) stellten das
Studienpanel dieser Arbeit dar. Fur die Validierung wurden zusatzlich 108 Proben von
rezenten Serokonvertern aus dem Zeitraum 1999 — 2012 als Evaluationspanel
herangezogen. Die Sequenzen fir die env-Genomregion stammen aus einer semi-

nested-PCR und wurden fur die Analyse bereitgestellt.

3.1.4 Reagenzien

Reagenzien Hersteller

6xLoading Dye Fermentas, St. Leon Rot, Deutschland

Ultra Pure™ Agarose Invitrogen AG, Karlsruhe, Deutschland

100 mM dNTP-Set Invitrogen AG, Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromid Boehninger Mannheim GmbH, Mannheim, Deutschland
Ethanol ROTIPURAN ® Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
(99,8%)

Nuklease freies Wasser Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Deutschland

3.1.5 Enzyme
Enzyme Hersteller
RNasin Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
SuperScript® Il Invitrogen AG, Karlsruhe, Deutschland

Reverse Transkriptase

SuperScript® Il Invitrogen AG, Karlsruhe, Deutschland

Reverse Transkriptase

3.1.6 Primer

3.1.6.1.1 Reverse Transkription

Primer Hersteller

Primer random p(dN)s Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Random Hexamer metabion international AG, Planegg, Deutschland
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3.1.6.1.2 PCR-Primer

Primer Hersteller Sequenz Schmelz- Koordinaten
temperatur
Tmin °C?

6537s  metabion 5-AAT GTC AGC 54,0 6537 - 6562

international ACA GTA CAA TGT
AG, Planegg, @ ACAC-3
Deutschland
5asc metabion 5-TCC TTS GAT 63,0 7124 - 7151
international GGG AGG GGC ATA
AG, Planegg, CAT TGC-3

Deutschland

3.1.6.1.3 Sequenzierungsprimer

Primer Hersteller Sequenz Schmelz- Koordinaten
temperatur
Twin °C
6537s s.oben S. oben S. oben S. oben
5asc S. oben S. oben S. oben S. oben
2s metabion 5-TTA ATT GTG 58,0°C 6995 - 7023
international AG, GAG GGG AATTTT
Planegg, TCT-3
Deutschland
2as metabion 5-AGA AAA ATT 58,0°C 6995 - 7023
international AG, CCC CTC CAC AAT
Planegg, TAA-3

Deutschland

! Ermittlung der Schmelztemperatur mit http://www.metabion.com/biocalc/index.html
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Kits Hersteller

Agencourt AMPure XP  Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

— PCR Aufreinigung

BigDye Terminator v Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland

3.1 Cycle Sequencing
Mix

Expand High Fidelity Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

PCR System

NucliSENS® bioMerieux, Marcy I'Etoile Frankreich

miniIMAG®-Kit

Quanti-iT™PicoGreen® Thermo Scientific, St. Leon Rot, Deutschland

dsDNA Assay Kit

3.1.8 Marker

Marker Hersteller

Gene Ruler™ 1kb DNA Thermo Scientific, St. Leon Rot, Deutschland

Ladder, ready-to-use

MassRuler DNA Fermentas - Thermo Scientific, St. Leon Rot, Deutschland

Ladder Mix ready-to-

use

3.1.9 Gerate

Gerate

Hersteller

Thermoblock —
Dry Block Heating

Thermostat

A.Hartenstein GmbH, Wirzburg, Deutschland

Gelelektrophoresekammer

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Geldokumentationsanlage
Phase mit 12-bit Focus

Kamera

Ges. f. Phorese, Analytik und Separation mbH, Libeck,

Deutschland

Kapillarelektrophorese
Agilent 2100 Bioanalyzer

Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland

Mastercycler proS

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

NucliSENS® miniMAG®-

Extraktor

bioMerieux, Marcy I'Etoile Frankreich
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PCR-Tube-
Mikrozentrifuge

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

T3000 Thermocycler

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

Vortex-Gene 2

Siud-Laborbedarf GmbH, Miinchen, Deutschland

InfiniteF200 Reader

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland

3.1.10 Software

Software Hersteller/Website
BioEdit 7.2.5 Tom Hall
COMET HIV-1 https://comet.lih.lu/index.php

DNASTAR-Lasergene,
SegMan Pro™, Version
10.0.1

DNASTAR

HIVcoPred

http://www.imtech.res.in/raghava/hivcopred/

IBM SPSS Statistics 20

IBM Deutschland GmbH, Ehningen, Deutschland

FireCam Software

Ges. f. Phorese, Analytik und Separation mbH, Libeck,
Deutschland

Geno2phenojcoreceptor]

http://coreceptor.geno2pheno.org/index.php

HIV Datenbank Los
Alamos National

Laboratory

http://www.hiv.lanl.gov/content/index

REGA HIV-1 Subtyping

Tool Version 3.0

http://dbpartners.stanford.edu:8080/RegaSubtyping/stanf
ord-hiv/typingtool/

WebPSSM — Mullins
Lab- University of

Washington

https://indra.mullins.microbiol.washington.edu/webpssm/
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3.2 Methoden

3.2.1 Extraktion

Fir die Extraktion wurden vier Serumtropfen der DSS (= 100pl) verwendet, von denen
jeweils zwei in 1,8 ml Lysispuffer fir 1 h bei 300 rpm und Raumtemperatur eluiert wurden.

Anschlieend wurde die RNA mit dem automatisierten Biomerieux EasyMag™ isoliert.

Nach der Lyse der viralen Hille wurden die RNA-enthaltenen Lysate in speziell von
Biomerieux gefertigte Reaktionsgefalie Gberfihrt und mit 100 ul in Lésung befindlicher

Metallsilika vermischt.

Hierbei wurde die RNA an die Metallkligelchen gebunden. Die weiteren Schritte der RNA

Isolation wurden entsprechend der Abbildung 8 durchgefuhrt.

AbschlieBend erfolgte auBerhalb des Biomerieux Systems die Uberfiihrung der Proben

in neue ReaktionsgefalRe und die Lagerung bei -80°C.

. . 1
e Ay
\ U magnet 1] = \
“ heater
A Incubation B. Washing C. Elution D. Final purification
(NA capture by silica)

Abbildung 8 Prinzip der RNA-Extraktion mit dem Biomerieux NucliSense® easyMAG™

A) Die lysierten Proben wurden zunéchst mit der Magnetsilika inkubiert und die Nukleinsaure
(virale RNA) an die Metallkligelchen gebunden. B) AnschlieBend wurde die RNA in diversen
Waschschritten aufgereinigt. Hierbei interferierte die Magnetsilika mit einem Magneten. C) Nach
Zugabe von 60 pl Elutionspuffer wurde das System erhitzt, um die RNA von der Silika zu eluieren
(D). SchlieRlich erfolgte, ebenfalls magnetisch, die Separierung von den Metallkiigelchen um das
pure RNA-Eluat zu erhalten (4) [32].

3.2.2 Reverse Transkription (RT-PCR)

Die extrahierte RNA wurde unter Einwirkung der Reversen Transkriptase, einer RNA-
abhangigen DNA-Polymerase, in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Das
Enzym verflgt zudem Uber eine RNase H-Aktivitat, welche die RNA entfernt, die nach

der Transkription noch mit der der DNA hybridisiert ist.

Vor der eigentlichen Reaktion musste zundchst 10 pl der RNA fur 3 min bei 65°C
denaturiert werden. AnschlieRend wurde die Probe im Verhdltnis 1:1 mit dem fiur die
Reverse Transkription hergestellten Mix versetzt. Dieser Mix enthielt neben der RT, den

RNase Inhibitor RNasin, sowie Puffer, Dithiothreitol (DTT), Desoxynukleosidtriphosphate
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(dNTPs) und hexamere Randomprimer. Diese Komponenten wurden im Verhaltnis wie

in Tabelle 3 gezeigt gemischt und mit einem Volumen von 10 pl je Ansatz eingesetzt:

Tabelle 3 Reaktionsansatz fur die Reverse Transkription (RT)

Reagenz Konzentration Konzentration pl/Ansatz
Stockldsung Arbeitslosung

RT Puffer 5x 1x 4,0
dNTP 2,5 mM 0,5 mMm 4,0
Random 1200,0 uM 24,0 uyM 0,4
Hexamer-Primer

DTT 100,0 mM 5,0 mM 1,0
RNasin 400,0 U/l 20,0 U/pl 0,5
Reverse Transkriptase 200,0 U/pl 100,0 U/pl 0,5
Summe 10,0

Als Reverse Transkriptasen wurde im Rahmen der Optimierung die SuperScript Il und
SuperSript Il (ThermoFisher scientific) verwendet. Diese unterscheiden sich
insbesondere in ihrer Thermostabilitat, da die SuperScript Il bei 50°C eine wesentlich
hoéhere Halbwertszeit besitzt als die SuperScript 1. Zudem soll sie nach
Herstellerangaben aufgrund einer geringeren RNase H Aktivitat eine hohere cDNA-

Ausbeute erzielen [33].

Die Reverse Transkription erfolgte im Thermozykler bei 42°C fir eine Stunde.
Anschlieend wurde das Enzym 7 min bei 93°C inaktiviert und die cDNA im Zykler bei
4°C bis zur PCR aufbewabhrt.

Im Rahmen der Optimierung wurden die SuperScript Il und Il sowie zwei unterschiedlich

konzentrierte Random-Hexamer-Primer (25 uM und 1200 uM) getestet.

3.2.3 Optimierung einer env-PCR

Fur die Amplifikation des Genombereiches der viralen HIV-Hullproteine (env -PCR)
wurde bereits im HIV-Studienlabor ein semi-nested PCR-System fur die Genomregion
gp120C2V5 verwendet. Auf Grundlage des bestehenden PCR Protokolls wurde bereits
eine ,stand alone PCR"* fir Plasmaproben etabliert (Tab. 4, 5). Aus dem daraus
hervorgehende Protokoll sollte die PCR fir DSS mit dem Primerpaaren der ,inneren®
semi-nested PCR (Forward 6537s + Reverse 5asc, Fragmentlange 614 bp) optimiert
werden, da die Primer der ,dulleren” semi-nested PCR ein gro3eres PCR-Fragment

erzeugen.
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Tabelle 4 Mastermix fir bereits etablierte env-PCR fir Plasma-Proben

Reagenz Konz. Stocklsg Konz. Final ul/ Ansatz
PCR-Puffer mit 1,5 mM MgCl» 10x 1x 2,5
dNTP 2,5mM 0,2 mM 2,0
Primer 6537s 25,0 uM 0,5 uM 0,5
Primer 5asc 25,0 uM 0,5 uM 0,5
Expand High Fidelity 3,5 U/ul 2,6 U/ul 0,4
Polymerase

H>O 13,9
Summe 20,0

20 pl Mastermix wurden mit 5 pul cDNA vermischt.

Tabelle 5 Zyklenprogramm fiir die etablierte env-PCR-Proben

Temperatur (°C) Zeit (min) Zyklen
94,0 2,0
94,0 0,3
65,0 0,5 X 45
72,0 0,8
72,0 7,0
4,0 oo
4,0 0

Die Optimierung der Methode erfolgte schrittweise unter Verénderung der Tabelle 6
dargestellten Reaktionsbedingungen.

Tabelle 6 Optimierungsschritte fur die env -PCR

Optimierungsbedingung Ausgangs- Variationen Verdlinnung des

bedingung Konzentrations-
standards

1. Annealing-Temperatur 65,0 Temperaturgradient 6,0E+04

(°C) 53,0 - 66,0

(Primer TM +/- 5°C)

2. Elongationszeit (s) 45 45; 60 6,0E+04

3. cDNA Volumen (ul) 50 2,0; 3,0; 4,0; 50; 6,0E+04-6,0E+02

(25 pl Ansatz) 6,0; 8,0

4. Magnesiumchlorid- 1,5 1,5; 2,0; 3,0; 4,0 6,0E+04 - 6,0E+02

konzentration (mM)
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5. Primerkonzentration 0,5 0,3; 0,5; 0,6; 0,8; 3,3E+03
(symmetrisch) (uM) 0,9;1,0;1,3;1,5

6. Primerkonzentration 0,5 0,6;1,1;1,6;2,1 3,3E+03
(asymmetrisch) (M)

7. Uberprifung 65,0 Temperaturgradient 3,3E+03
Annealing-Temperatur 60,0°C - 66,0°C

(°C)

8. Anzahl der Zyklen 45 45, 50, 55 3,3E+03

Die DNA-Strange wurden zunachst bei 94,0°C innerhalb von zwei Minuten denaturiert.
Es folgten 45 Zyklen, in denen sich die Primer zunachst an den Template Strang
komplementéar anlagern (65,0°C, 15 s) und anschlieRend ausgehend vom 3'OH-Ende
verlangert wurden (72°C, 45 s). Daraufhin wurden die synthetisierten Strange erneut bei

94,0°C innerhalb von 15 s denaturiert und der Zyklus begann von vorn.

Im letzten Schritt der PCR, der Extension, wurden unvollstandig amplifizierte PCR-

Fragmente bei 72,0°C innerhalb von 7 min vervollstandigt.

Nach Abschluss der Optimierung soll die Nachweisgrenze fiur die in Deutschland
pravalenten Subtypen (A, B, C, G, CRF02_AG) bestimmt werden. Die Subtypen der
Referenzproben wurden im Vorfeld in der pol-PCR bestimmt. Die Nachweisgrenze ist

definiert, als die letzte Verdiinnung, bei der noch ein Signal detektierbar ist.

AnschlieRend wurde die Methode auf das Patienten-Panel angewandt unter dem
Mitfhren des HIV-1 B Standards 6,0E+04 Kopien/ml als Positivkontrolle sowie einer

Negativkontrolle.

3.2.4 Qualitatives Agarose-Gel

Die Uberpriifung der Spezifitat der PCR erfolgte in einem 1%igem Agarosegel (1XTAE).
2 ul Probe wurde mit 3 pul Wasser und 1 ul 6-fach Ladepuffer versetzt. Zusatzlich wurde
ein Langenstandard (1kb DNA Ladder) sowie ein Konzentrationsstandard (Low Mass
Ladder) mitgefuhrt, um spater das Molekulargewicht beziehungsweise die Konzentration
bestimmen zu kdnnen. Die Entscheidung fir die optimale Reaktionsbedingung erfolgte
anhand der Signalintensitat des Konzentrationsstandards, welche die PCR-Ausbeute

wiederspiegelt.

Die Proben wurden im elektrischen Feld in einer horizontalen Elektrophoresekammer
bei 90V fur 30 min aufgetrennt. Aufgrund der negativen Ladung der in der DNA

enthaltenen Phosphatgruppen wandern die Nukleinsauren von der Kathode zur Anode.
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Um die Banden spater sichtbar machen zu kdnnen, enthélt das Gel den Farbstoff
Ethidiumbromid (0,5 pg/ml). Dieser interkaliert in die DNA und veréandert dabei sein
Absorptionsspektrum, sodass die DNA unter UV-Anregung ein starkeres

Fluoreszenzsignal aussendet.

3.2.5 Aufreinigung

Fur die nachfolgende Sequenzierung ist es notwendig PCR Produkte von Primern,

dNTPs sowie von Salzen, zu befreien.

Hierfir wurden die PCR-Produkte mit dem Protokoll des Agencourt® AMPure XP Kit
aufgereinigt. Die Technologie basiert auf dem ,Solid Phase Reversible Immobilization®-
Prinzip, bei dem ebenfalls Magnetkiigelchen verwendet werden. 25 pl des PCR-
Produktes werden mit 36 pul der hinzugegeben Magnetsilika vermischt und fir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Aufreinigung erfolgte dann entsprechend dem in
Abbildung 9 dargestellten Arbeitsablauf.

{, Agencourt
AMPure XP {, Binding Separation Ethanol Wash Elution Buffer ~ Transfer
V.97 gU¥S 3 - §1
A A 5, oy & 4 A3 14
. g W24 1822043 § ococ
B E [ & > o 9 9
“ L. ’ x ¢ :
2 Magnet ~ Magnet Magnet
| 2 3 4 5 6

Abbildung 9 Prinzip Agencourt AMPure XP Aufreinigung

Die aufzureinigten PCR-Produkte wurden mit der Agencourt AMPure XP Magnetsilica versetzt
(1). Diese Metallkiigelchen binden nun die Nukleinsauren (2). Uber einen Magneten erfolgte die
Separierung an der Silica gebundenen DNA und dem Uberstand, in dem sich dNTPs, Salze sowie
Primer aus der vorherigen PCR befanden und die nun entfernt werden sollten (3). Es schlof3 sich
ein Ethanolwaschschritt an (4). Anschlie@end konnte die DNA eluiert und in neue
Reaktionsgefalie transferiert werden. Die Magnetsilica wurde hierbei durch den Magneten
zurlickgehalten (5,6) [34]
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3.2.6 Quantifizierung

Die aufgereinigten PCR-Produkte wurden photometrisch nach dem Protokoll des Quant-

iT™ PicoGreen®-Kits quantifiziert:

Zunachst erfolgte die Verdinnung der Proben: Hierfur wurden 100 pl Probe mit
einfachem Tris-EDTA (TE)-Puffer in einem Verhaltnis 1:50 in einer schwarzen 96-Well-
Mikrotiterplatte, mit einem UV-undurchlassigen Folienboden, vermischt. Zusatzlich
wurde bei jeder Messung eine Standardreihe mitgefitihrt, die ausgehend von einem
Lamda-DNA-Standard (100 pg/ml) verdinnt wurde.

Fur die Quantifizierung wurde der Fluoreszenzfarbstoff PicoGreen verwendet. Dieser
musste zundchst 1:200 mit TE-Puffer verdinnt werden. Anschlielend wurden die
Proben ebenso wie die Standardreihe und der Leerwert mit jeweils 100 pl PicoGreen
vermischt. Die Messung der Fluoreszenzintensitat erfolgte am Tecan InfiniteF200-

Reader.

3.2.7 Sanger-Sequenzierung

1977 wurde erstmals von Frederick Sanger die Kettenabbruchreaktion fir die
Sequenzierung der DNA beschrieben. Die Reaktion ahnelt einer einfachen PCR.
Allerdings wird in jedem Zyklusschritt, wahrend der Polymerisation, ein fluoreszenz-
markiertes Didesoxynukleotidtriphosphat (ddNTP) am 3' Ende des entstehenden DNA-
Stranges eingefiigt. Da ddNTPs uber kein 3'OH-Gruppe verfligen, fihrt dies zum
Abbruch der Amplifikation.

Die Reaktion durchlauft mehrere Zyklen, sodass schliel3lich unterschiedlich lange DNA-
Fragmente entstehen. Fur die Auswertung werden die Proben in einer Polyacrylamid-
Kapillarelektrophorese aufgetrennt. Die einzelnen DNA-Fragmente wandern hierbei
aufgrund ihrer Ladung zur Anode. Nach der Auftrennung werden die an den Enden
befindlichen Fluoreszenz-markierten ddNTPs durch einen Laser angeregt. Je nach
Nukleotid wird ein anderes Farbsignal emittiert. Daraus kann schlie3lich die Basenfolge

abgeleitet werden.

Die Sequenzierung erfolgte mit dem BigDye Terminator 3.1 Mix von ABI unter der

Verwendung von vier env-Primern (s. Material 3.1.6).

Daraus ergaben sich fur jede Probe vier Ansatze. Die DNA sollte in einer Konzentration
von 25 ng eingesetzt werden. AnschlieRend wurde der Mastermix, bestehend aus 5-fach
ABI-Sequenzierungspuffer, dem Farbstoff BigDye sowie einer der vier Primer,

hinzupipettiert. Daraus ergab sich ein 10,0 pl Ansatz.
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Schliel3lich folgte die Amplifikation im Eppendorf Master Cycler S nach dem in Tabelle 7

gezeigten Zyklenprogramm.

Tabelle 7 Zyklenprogramm Sanger Sequenzierung

Temperatur Zeit (min) Zyklen
96,0°C 2,0
96,0°C 0,2
55,0°C 0,1 X 25
60,0°C 4.0
4,0°C o0

Die Sequenzreaktionen wurden dem RKI eigenen Sequenzierungslabor Gbergeben, in
dem die Kapillarsequenzierung (Kapillarsequencer 3130xL Genetic Analyzer ABI)
erfolgte.

Die resultierenden Elektropherogramme wurden als ABI-Dateien ausgegeben und

konnten anschliel3end ausgewertet werden.

3.2.8 Auswertung von Sanger Sequenzen

Aus den vier resultierenden Elektropherogramme im ABI-Dateiformat konnte mit dem
Programm SeqManPro. ein Contig erzeugt und die Sequenzen ausgewertet werden. Es
resultierte schliel3lich eine Konsensussequenz, die als fasta-Datei gespeichert und fur

die Ko-Rezeptorvorhersage verwendet wurde.

3.2.9 Next generation sequencing (NGS)

Fur die Sequenzierung der Hullproteine des HI-Virus wurde die Next generation
Sequencing Methode nach dem Illumina sequencing-by-synthesis-Prinzip verwendet
(Abb. 10).

Template-DNA wird Uiber ein Adaptermolekdl an einer Glasflache, der sogenannten Flow
cell, fixiert. In der darauffolgenden Bridge-Amplifikation werden ausgehend von diesem
Startmolekdl Cluster generiert, die aus identischen DNA-Molekilen bestehen. Bei der
Sequenzierung wird in jedem Zyklusschritt ein Fluoreszenz-markiertes Nukleotid an den
komplementar zum Template entstehenden DNA-Strang angefligt (sequencing-by-
synthesis). Bevor der nachste Zyklus beginnt, wird die fluorophore Terminatorgruppe
von dem Nukleotid abgespalten. Dabei wird entsprechend der fluoreszenz-markierten
Base ein Lichtsignal detektiert. Der Vorgang setzt sich in den darauffolgenden Zyklen
fort [35].
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Die Sequenzierung erfolgte nach den Angaben des Herstellers. Die PCR-Produkte
mussten zundchst mit 1XTE-Puffer auf eine Konzentration von 5 ng/upl vorverdinnt
werden. Die Endkonzentration sollte schlief3lich 0,2 ng/ul betragen. Von der Verdiinnung
wurden 5 pl fur die Probenvorbereitung mit dem Nextera® XT DNA Sample Preparation

Kit verwendet.

In der anschlieBenden ,tagmentation wurden die Amplikons in einer Transposomen-
basierten Methode gleichzeitig fragmentiert und markiert. Es schloss sich eine 12-Zyklen
PCR an, bei der weitere Markierungen der Amplikons erfolgten. Daraus resultierte eine
DNA-Bibliothek, in der die DNA-Fragmente beidseitig mit den Sequenzierungsprimern
sowie mit Indices fir die Multiplexierung und Adaptermolekilen fur die Immobilisierung

flankiert waren.

Fur eine effektive Sequenzierung ist es jedoch nétig die DNA-Bibliotheken von Primer,
dNTPs sowie von Salzen aus der vorangegangenen PCR zu befreien. Hierflr erfolgte
die Aufreinigung, wie bereits im Vorfeld, nach dem ,Solid Phase Reversible
Immobilization“-Verfahren. Wahrenddessen wurden die DNA-Fragmente auch der
GroRe nach selektiert. Primerdimere und zu kurze Fragmente wurden eliminiert. Die
Aufreinigung nutzte die paramagnetischen AMPure XP Metallkiigelchen, die in einem

Verhdltnis von 1:0,5 eingesetzt wurden.

Im darauffolgenden Normalisierungsschritt war es nétig die DNA-Bibliotheken auf eine
vergleichbare Konzentration einzustellen. Schlie3lich wurden die in der PCR-erzeugten
doppelstrangen Produkte durch 0,1 M Natronlauge getrennt, sodass die DNA
einzelstrangig vorlag. Durch die Vereinigung gleicher Volumina der normalisierten DNA-
Bibliotheken entstand der sogenannte ,Probenpool®. Die Ermittlung der mittleren
Fragmentlange und der Konzentration der gepoolten DNA-Bibliotheken erfolgte unter
der Verwendung des High Sensitive DNA-Analysis Chip, auf dem die Lange der
Fragmente bestimmt wird, und in einer quantitativen PCR, in der durch den ct-Wert die
Konzentration im Vergleich zu einem Standard bekannter Grof3e und Konzentration

berechnet wird.

Der Probenpool wurde schlielich auf 18 pmol verdinnt und mittels lllumina MiSeq
sequenziert. Die resultierenden Daten wurden als fasta-Dateien ausgegeben, welche
unter Linux ausgewertet wurden. Zur Uberpriifung der Qualitat der Sequenzen diente
das Programm FastQC. AnschlieBend folgte die Vorprozessierung unter den
Programmen Trimmomatic und Flash. In Trimmomatic wurden die Adaptermolekiile
sowie die ersten 15 Nukleotide von den Sequenzen entfernt. Das sogenannte ,Adapter-
clipping® ist notwendig, da bei kirzeren Fragmenten < 300 Basen Teile des Adapters
mitsequenziert werden. Zudem sind die ersten Nukleotide unzuverlassig beziiglich der

Basenfolge [36]. Unter dem Programm Flash wurden Sequenzpaare, welche eine
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Uberlappung zwischen 15 bis 300 Basen aufwiesen, zu einer Sequenz

zusammengefasst [37].

Die Sequenzenden wurden schlie8lich in dem Programm Trimmomatic entsprechend
der Basenqualitat getrimmt (= Q20) und zu kurze Fragmente kleiner als 50 Basen

ausgeschlossen.

Es folgte das Mappen der Sequenzen gegen eine Referenzsequenz in dem Programm
Segminator Il [38]. Hierbei wurde die Haufigkeit jeder gemappten Base an jeder
einzelnen Position im Vergleich zu einer Referenzsequenz bestimmt. Das Auslesen von
Populationssequenzen erfolgte schlie3lich in dem von der Arbeitsgruppe entwickelten
Python Skript. Dieses Programm erzeugt aus dem Alignment eine Aminosaure- sowie
eine Konsensus-Sequenz mit variablem Grenzwert fir die reads pro Position unter der
Berticksichtigung von Basenmischungen. Zudem wird bei der Auswertung ein Grenzwert

festgelegt, um Verunreinigungen auszuschlief3en.

Die Daten werden schliefZlich im fasta-Format ausgegeben und schlief3lich hinsichtlich

des Ko-Rezeptorgebrauchs ausgewertet.

3.2.10 Auswertung der NGS-Sequenzen fur den Vergleich mit Sanger

Es wurden 81 Proben der Patienten mit kiirzlich-erworbenen Infektionen aus 2014 mit
NGS sequenziert. Fur einen direkten Vergleich mit der Sanger-Sequenzierung diente ein
NGS Grenzwert von 20%. Um Minoritdten zu detektieren, die mit dem 20% Grenzwert

nicht erfasst wurden, wurde eine Analyse mit einem 10%-Grenzwert angeschlossen.
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Abbildung 10 Prinzip des Next Generation Sequencing (NGS) [39]

Fir NGS wird zunachst eine cDNA-Bibliothek generiert, welche aus doppelstréngiger cDNA
besteht und an deren Enden ein Adaptermolekdl ligiert wird (a). Dafiir wird an die cDNA dA an
die Enden gebunden. Der Adapter weist hingegen an seinem 3‘ Ende ein pT auf (b). Darauf
basierend erfolgt die Ligation des Adapters an das cDNA-Fragment durch A-T-Paarung. Nach
der Generierung der cDNA-Bibliothek wird diese Uber den Adapter an die sogenannte flow cell
gebunden (c.1.). Es folgt die Bridge Amplifikation, in der ausgehend von einem template, ein
Cluster erzeugt wird (c.2.). Unter Einwirkung von Natronlauge werden schlie3lich Einzelstrange
erzeugt (c.3.). Nachdem diese ausreichend gewaschen wurden, erfolgt die Sequenzierung.
Hierbei binden Sequenzierungsprimer an die template DNA. In jedem Zyklusschritt wird nun ein
fluoreszenz-markiertes Nukleotid komplementér an den template Strang gebunden. Durch einen
Laser wird das fir jede Base spezifische Fluorophor angeregt und das Lichtsignal detektiert. Nach
der Detektion wird die fluorophore Terminatorgruppe von dem Nukleotid abgespalten und der
Zyklus beginnt von vorn (d). Mit Abschluss der Sequenzierung des ersten Stranges wird dieser
entfernt und mit dem komplementéren Strang der Vorgang wiederholt (e).
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3.2.11 HIV-Subtypanalyse

3.211.1 Subtyp-Panel

Die env- PCR wurde mit dem Referenzstamm HIV-1B optimiert und die Nachweisgrenze

bei 1,0E+02 Kopien/ml fir den Subytp B in DSS nachgewiesen.

Um feststellen zu kénnen wie sensitiv die env-PCR flr andere Subtypen ist, wurden
Virusisolate der Subtypen A, C, G, D und CRF02_AG herangezogen.

Von jedem Virusstock wurde zunéchst die Viruslast mit der TagMan-RT-PCR bestimmt.
Die Viruslast war bei den 5 Isolaten > 1,0E+10 Kopien/ml. Die Stocklésung wurde
daraufhin auf 1,0E+06 Kopien/ml eingestellt und in einer 1:10 Verdlinnungsreihe mit
unspezifischer Trager t-RNA aus E. coli bis zu 1,0E+01 Kopien/ml verdinnt. Fur jeden
Subtypen wurden die Verdinnungsstufen 1,0E+06 Kopien/ml bis 1,0E+01 Kopien/mlin
der env-PCR amplifiziert und anschliel3end auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen, um
die Vergleichbarkeit mit der HIV-1B Standardreihe zu gewahrleisten.

3.2.11.2 Subtypbestimmung

Fur die Auswertung des HIV-1 Subtyps wurden die Genomsegmente pol sowie env
zunachst einzeln mit der REGA-Standford HIV Resistenz- und der Comet-HIV-1

Datenbank analysiert und die Ergebnisse miteinander verglichen.

Bei dem env-Fragment wurde zusétzlich der im geno2phenojcoreceporioriginal ermittelte
Subtyp einbezogen. Aus den ermittelten Subtypen der verwendeten in-silico-Analysen
wurde schlief3lich ein endgiiltiger Subtyp jeweils fur die pol und die env Genomregion
ermittelt. Es wurden CRFs als Ubereinstimmend gewertet, wenn die entsprechenden

Subtypen in den untersuchten Genombereichen korrelierten.

Fur Patientenproben, die keinem eindeutigen Subtyp zugeordnet werden konnten,

wurde zuséatzlich eine phylogenetische Analyse durchgefiihrt.

Die Klassifizierung erfolgte durch die Distanz-basierte-neighbour joining Methode unter
dem Einbeziehen von Bootstrap-Werten > 70%. Fir die Berechnung wurde ein Panel
von Subtyp-Referenzsequenzen von der Los Alamos HIV-Sequenzdatenbank

verwendet.



36

4 Ergebnisse

4.1 Optimierung einer env -PCR

Die Optimierung der env -PCR erfolgt in zwei Schritten: der Reversen Transkription und

der eigentlichen PCR. Es wurden die ,inneren® Primer der semi-nested PCR verwendet.

Fur die Reverse Transkription wurden die beiden Reversen Transkriptasen
SuperScript Il und 1l und zwei unterschiedlich konzentrierte hexamere Randomprimer
(mit 25 pM (Metabion) und 1200 puM (Roche)) verglichen (Abb. 11).

bpb M 1 2 3 4 5 M 6 7 8 9 10 M 11 12 13 14 15 M 16 17 18 19 20
i M M
- L .- -
. -
500 » .- L -
-9 -d

Abbildung 11 Agarose-Gelbild mit PCR-Produkten fur die Optimierung der RT-PCR

Vergleich SuperScript Il und 1ll sowie unterschiedlich-konzentrierter hexamerer Randomprimer
fur die anhand der HIV-1B-Verdinnungen 6,0E+05 bis 6,0E+01 Kopien/ml

Bp: Basenpaare, M: GeneRuler 1kb-Ladder (Invitrogen) zur Gré3enbestimmung

Spur 1 - 5: SuperScript Il und 25 pM Randomprimer. Spur 6- 10: SuperScript Il und 1200 pM
Randomprimer. Spur 11- 15: SuperScript Ill und 25 pM Randomprimer. Spur 16- 20:
SuperScript Il und 1200 pM Randomprimer

Die grofite Sensitivitat der PCR erwies sich bei der Verwendung der SuperScript 1l und
des hoher konzentrierten hexameren Randomprimer (1200 uM) von Roche, da unter
diesen Bedingungen ein Signal bei der HIV-1B-Verdinnung 6,0E+02 Kopien/ml
detektiert wurde.

Fur die env-PCR ergab sich bei der Optimierung der Annealing-Temperatur mittels eines
Temperaturgradienten im Bereich 53,0 — 66,0°C am Eppendorf Cycler S die beste PCR-
Ausbeute fir die Temperatur 61,8°C (s. Abb. 12).
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Abbildung 12 Agarose-Gel (1%) mit den PCR-Produkten der Temperaturgradienten-PCR

Ermittlung der Annealing-Temperatur anhand der HIV-1B-Verdiinnung 6.0E+04 Kopien/ml
Bp: Basenpaare, M: Low Mass Ladder ( Fermentas) zur Gro3enbestimmung und Quantifizierung

Bei dem Vergleich zwei verschiedener Elongationszeiten (45 s; 60 s) konnte eine héhere

PCR-Ausbeute bei einer 60 s Elongation erzielt werden.

Fur die Optimierung des cDNA-Volumens unter Verwendung von 3,0 pl, 4,0 ul, 5,0 pl
und 6,0 ul, ergab sich ein adaquates Ergebnis bei dem Einsatz von 5,0 ul cDNA.

(Abb. 13).
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Abbildung 13 Agarose-Gelbild mit PCR-Produkten der cDNA-Volumensoptimierung

Verwendung der HIV-1B-Verdiinnung 6,0E+04 Kopien/ml
Bp: Basenpaare, M: Low Mass Ladder ( Fermentas) zur GréRenbestimmung und Quantifizierung
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Bei der Gegeniberstellung der Magnesiumchloridkonzentrationen 1,5 mM; 2,0 mM;
3,00 mM und 4,0 mM erwies sich die hochste PCR-Ausbeute bei 1,5 mM (Abb.14)
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Abbildung 14 Agarose-Gelbild mit PCR-Produkten der MgClz-Konzentrationsoptimierung

Verwendung der HIV-1B-Verdiinnung 6,0E+03 Kopien/ml|
Bp: Basenpaare, M: Low Mass Ladder ( Fermentas) zur Gro3enbestimmung und Quantifizierung

Die darauffolgenden Optimierungsschritte erfolgten mit der HIV-1B-Verdinnung
3,3E+03 Kopien/ml, nah an der vermuteten Nachweisgrenze von 6,0E+02 Kopien/ml.

Die optimale Primerkonzentration wurde fir 0,6 uM ermittelt (Abbildung 15). Der
asymmetrische Primertest (Primerkonzentration: 0,6 uM; 1,2 uM; 1,8 uM; 2,4 uM)
bestétigte das Ergebnis von 0,6 pM.
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Abbildung 15 Agarose-Gelbild mit PCR-Ausbeuten des symmetrischen Primertests

Verwendung der HIV-1B-Verdinnung 3,3E+03 Kopien/ml

Bp: Basenpaare, M: Low Mass Ladder ( Fermentas) zur Gré3enbestimmung und Quantifizierung

In einer abschlieRenden PCR-Reaktion zur Uberpriifung der Annealing-Temperatur des
angepassten PCR-Protokolls konnte anhand eines Temperaturgradienten zwischen
60,0°C und 66,0°C das Ergebnis von 61,8°C bestatigt werden (PCR-Ausbeute: 38,5 ng).

Die Erhohung der Zyklenzahl von 45 auf 55 Zyklen resultierte in einer erneut
gesteigerten PCR-Ausbeute, ohne dass Nebenbanden auftraten.

Unter Berlcksichtigung aller verédnderten Reaktionsbedingungen ergab sich das in den
Tabellen 8 und 9 aufgefiihrte PCR-Protokoll.

Tabelle 8 Zusammensetzung des Mastermixes fir die optimierte env -PCR

Reagenz Konzentration Konzentration pl/Ansatz
Stocklésung Arbeitslésung

Puffer mit MgCl. 10x 1x 2,5
dNTP 2,5mM 0,2 mM 2,0
Forward Primer (6537) 25,0 uM 0,6 uM 0,6
Reverse Primer (5asc) 25,0 uM 0,6 uM 0,6
Expand High Fidelity 3,5 U/l 2,6 U/ul 0,4
Polymerase

Nukleasefreies Wasser 13,9

Summe 20,0
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Tabelle 9 Zyklenprogramm fiir die optimierte env-PCR

Temperatur Zeit (min) Zyklen
94,0°C 2,0
94,0°C 0,3
61,8°C 0,5 X 55
72,0°C 1,0
72,0°C 7,0
4,0°C o0

Anhand der Verdunnungsreihe des Referenzstammes HIV-1B konnte die
Nachweisgrenze bei 6,0E+02 Kopien/ml fir die DSS ermittelt werden (Abb. 16). Dies

entspricht der letzten Verdinnung bei der noch ein Signal detektierbar ist.

Abbildung 16 Agarose-Gel mit PCR-Produkten aus dem optimierten PCR-Protokoll

Verwendung der HIV-1 Verdinnungen 6,0E+07 bis 6,0E+01 Kopien/ml und der Negativkontrolle
(von links nach rechts)

Bp: Basenpaare, M: GeneRuler 1kb-Ladder (Invitrogen) zur Gré3enbestimmung

4.2 Subtyp-generische Amplifikation der HIV-1 Subtypen
Fir die Subtypen A; C; D; G und CRF02_AG ergaben sich die in Tabelle 10 aufgefiihrten

Nachweisgrenzen.

Tabelle 10 Spezifitat der env -PCR fur die Subtypen A; CRF02_AG, C,Dund G

Subtyp Nachweisgrenze
A und CRF02_AG 1,0E+04
C 1,0E+03
D 1,0E+05

G 1,0E+05




41

4.3 Bestimmung des Subtyps und des Ko-Rezeptorgebrauches in

einem Evaluationspanel

4.3.1 Patienteneigenschaften

Fur die Evaluation wurden 108 Sequenzen von Serokonvertern mit rezenter HIV-
Infektion aus dem Zeitraum 1998 — 2012 untersucht. Der Infektionszeitraum ist bei
diesen Patienten bekannt. Dieser lag zwischen 0 — 92 Tagen - im Median bei 19 Tagen.
Von den 108 untersuchten Proben waren 92,6% (n = 100) M&nner und 5,6% Frauen.
Von 2 Patienten war das Geschlecht unbekannt. 83,3% Patienten (90/108) stammten
aus Deutschland. Im Median war das Alter 33 Jahre (106/108 im IQR: 29 — 39 Jahre).
Die Ubertragung der Infektion erfolgte nach den Angaben aus dem Meldebogen bei
81,5% (88/108) durch homosexuellen und 13,0% (14/108) durch heterosexuellen
Kontakt. 0,9% (1/108) der Patienten infizierten sich durch intravenésen Drogenkonsum
(IVD). Fur 3,7% (5/108) der Patienten war der Transmissionsweg unbekannt.

Der HIV-1 Subtyp B war am meisten pravalent (85,2%). Unter den Non-B Subtypen
wurde der Subtyp A und die CRF02_AG (6,5%) sowie C (4,6%) am haufigsten
nachgewiesen (Tab. 12, 13). Nur fur 67 Patienten war das CDC-Infektionsstadium
bekannt, von ihnen waren 95,5% im Stadium A der Infektion, 1,5% im Stadium B und
3,0% im C- Stadium. Die Viruslast betrug im Median 4,2E+05 Kopien/ml (IQR 7,39E+04
- 9,30E+05 Kopien/ml). Fiur die CD4*-Zellzahl wurde ein Median von 438,5 Zellen/ul Blut
(n=107; IQR 436 — 694 Zellen/ul Blut) ermittelt.

Die soziodemographischen sowie klinischen Daten sind in Tabelle 11 aufgefiihrt.

Tabelle 11 Charakteristika der Serokonverter des Evaluationspanels (n=108)

Anzahl n in %
Zahl der Patienten 108 100,0
mannlich 100 92,6
weiblich 6 5,6
unbekannt 2 1,9
Herkunftsland
Deutschland 90 83,3
andere 18 16,7
Transmission
MSM 88 81,5
Heterosexuell 14 13,0
VDU 1 0,9

unbekannt 5 4.6
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Subtyp
B 92 85,2
Non-B 16 14,8
CDC (n=67)
A 64 95,5
B 1 1,5
C 2 3,0
Median (min-max)
Viruslast (Kopien/ml) 4,2E+05 2,0E+03 — 5,0E+08
Alter (Jahren) n = 106 33,5 18-72
CD4+*-Zellen/ pl Blut n=107 436 84 - 1362
geschatzte Infektionsdauer (Tage) 12 0-91

4.3.2 Subtypenverteilung

Die Subtypbestimmung aus der pol- und der env-Genomregion stimmte zu 98% uberein.

Die Verteilung der Subtypen ist in Tabelle 12 dargestellt:

Tabelle 12 Subtypverteilung im Evaluationspanel fir die pol und env Genomregion

Subtypen Verteilung (n=108)
pol/env Summenwertung n %
A/A A 1 0,9
B/B B 92 85,2
c/C C 5 4,6
D/D D 1 0,9
G/G G 1 0,9
CRF02_AG/A (AG) CRF02_AG 6 5,6
CRF01_AE/B URF 1 0,9
G (CRF02_AG)/B URF 1 0,9

Zwei Proben der 108 Patienten des Evaluationspanels konnten keinem eindeutigen

Subtyp zugeordnet werden. Sie werden daher in dieser Arbeit als Rekombinante (URF

— unique recombinate forms) klassifiziert.
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Die Rekombinante CRF02_AG wurde eindeutig zugeordnet. Sie wird unter
Berticksichtigung der pol-Region entsprechend klassifiziert, aber unter der env-
Genomregion meist als Subtyp A (CRF02_AG) angegeben. In dieser CRF ist im
amplifizierten pol-Genombereich eine Rekombination des Subtyps A und G, aber am

amplifizierten env-Fragment ist vorwiegend der Subtyp A vertreten (Abb. 17).
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Abbildung 17 Subtyp CRF02_AG

Die graphische Darstellung der Subtypverteilung ist in Abbildung 18 aufgefihrt.
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Abbildung 18 Verteilung der Subtypen innerhalb des Evaluationspanels

4.3.3 Vergleich verschiedener Ko-Rezeptorvorhersagemodelle

Unter Verwendung des geno2phenoicorecepto-Originalalgorithmus (FPR < 5 = X4-Viren,
5 — 15 = R5X4-Viren, >15 = R5-Viren), konnten keine X4-Viren unter den 108 Patienten

nachgewiesen werden, auch nicht nach Einbeziehen klinischer Parameter wie der

Viruslast und der CD4*-Zellzahl.
Mit den beiden Phanotyp-basierten Berechnungsmodellen PSSMxars und PSSMs

(< (-6,96) = X4-Viren, (-2,88) — (-6,96) = R5X4-Viren, >(- 2,88) =R5-Viren) konnte
ebenfalls keine X4-Viruspopulation unter den Viren des Subtyps B und C nachgewiesen

werden.
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Dementsprechend konnte mit diesen drei Vorhersage-Algorithmen die Hypothese zu
100% (108/108 Proben) bestatigt werden.

Mit dem klassischen Vorhersagemodell, das die Nettoladung (> 5 = X4-Viren, < 4 = R5-
Viren), und die 11/25-Regel (eine positive Aminosdure und Position 11 oder 25 = X4-
Viren) einbezieht, wurden in 1/108 Patienten X4-Viren identifiziert. Dieser Patient wies
eine Nettoladung von 5 und die positive Aminosaure Lysin an Position 25 auf. Klinisch
wurde bei diesem Patienten eine Viruslast von 4,6E+06 Kopien/ml und eine CD4*-
Zellzahl von 392 Zellen/ul nachgewiesen. Die Infektion lag finf Tage zuriick. Das CDC-

Stadium war jedoch unbekannt.

Der zweite geno2phenoC-ngs-sanger-Algorthimus (> 50% = X4-Viren) identifizierte fur die
Infektion eines Patienten reine X4-Viren. Fir die Viruslast wurden 1,2E+02 Kopien/ml
und eine CD4*-Zahl von 260 Zellen/pl detektiert. Die Infektionsdauer belief sich auf 84

Tage. Allerdings war auch fir diesen Patienten das CDC-Stadium unbekannt.

Die Hypothese liefd sich demnach mit der 11/25-Regel in Verbindung mit der Nettoladung
und dem geno2phenoC-nes-sanger-Algorthimus zu 99,1% bestatigen (107/108 Proben).

Der sechste verwendete Algorithmus HIVcoPred (> 0,3 = X4-Viren, < 0,3 = R5-Viren)
klassifizierte fur alle Patienten X4-virale Infektionen. Die Hypothese wird demnach zu
0% bekraftigt (Abb. 19, Anhang 11.1, Tab. 19).
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Abbildung 19 Vergleich verschiedener Ko-Rezeptor-Vorhersagemodelle

Die Vorhersagemodelle geno2phenocoreceptor) Nach dem Originalalgorithmus mit aber auch ohne
Einbeziehen klinischer Daten (+/- Klinik) sowie PSSMxsrs bzw. PSSMsini bestdtigen die
Hypothese, dass keine reinen X4-Viren in der friihen Infektionsphase auftreten, zu 100%
(108/108 Patienten). Mit geno2phenoC-nes-sanger UNd der 11/25-Regel in Verbindung mit der
Nettoladung wird die Hypothese teilweise bestatigt (107/108 Patienten). Der Algorithmus
HIVcoPred widerlegte die Hypothese vollstandig (0/108 Patienten)
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Da die Vorhersagemodelle geno2phenoicoreceptor; Original und PSSMxars bzw. PSSMgini
die Hypothese zu 100% bestatigen, konnen sie als Korrektur fir serologisch als falsch

rezent klassifizierte Infektionen herangezogen werden.

Die Patientenproben der InzSurvHIV-Studie (Oktober — Dezember 2014) wurden
hinsichtlich des Ko-Rezeptorgebrauchs zur Identifizierung von reinen X4-
Viruspopulationen und dem Nachweis serologisch falsch-rezent klassifizierter
Infektionen mit dem geno2phenoicoreceptor-Originalalgorithmus ohne Einbeziehen der
klinischen Daten ausgewertet, da die Verwendung dieses Algorithmus von

verschiedenen Richtlinien [28, 29] empfohlen wird.

4.4 Vergleich des Ko-Rezeptorgebrauches in kirzlich-erworbenen

und chronischen Infektionen aus Oktober bis Dezember 2014

Mittels eines BED-ELISAs wurden in der ,InzSurvHIV“-Studie die Neudiagnosen des
Probenpanels in kirzlich- (< 155 Tage) und chronisch-infiziert (> 155 Tage) eingestuft.
Die entsprechend klassifizierten Patientengruppen wurden hinsichtlich des Auftretens

von X4-Viren untersucht.

4.4.1 Charakteristika der rezent- und chronisch-infizierten Patienten

Von den 85 untersuchten Neudiagnosen mit einer rezenten Infektion waren 75 (88,2%)
mannlich. Die Patienten waren zwischen 21 und 83 Jahre - im Median 33 Jahre alt.
57,6% der Patienten stammte aus Deutschland und ebenso viele hatten sich auch in
Deutschland infiziert. Der Subtyp B wurde unter Berlicksichtigung der pol-und der env-
Genomregion in 77,6% der Patienten klassifiziert. Nach eigenen Angaben erfolgte die
Transmission bei 58,8% durch MSM. 11,8% infizierten sich durch heterosexuellen
Kontakt und 2% durch intravendsen Drogenkonsum. Das CDC Stadium war nur fir 46/85
Patienten bekannt, von diesen wiesen 71,7% das Stadium A auf, 15,2% das Stadium B
und 13,0 das Stadium C. Die Viruslast war in der Gruppe der rezent Infizierten im Median
3,6E+05 Kopien/ml (IQR 4,6E+04 - 1,0E+06 Kopien/ml). Die CD4*-Zahl war nur fiir 24
Patienten bekannt. Der Median betrug 489 Zellen/ul (386 — 536 Zellen/pl) (Tab. 14).

Unter den 155 chronisch Infizierten waren 76,8% Manner und 23,2% Frauen. Sie waren
im Median 37 Jahre alt (IQR: 12- 75 Jahre). 54,2% der 155 Patienten stammten aus
Deutschland, 29% waren nicht deutscher Herkunft und fur 16,8% war das Herkunftsland
nicht bekannt. Der Subtyp B wurde am haufigsten nachgewiesen (65,8%). Unter den
chronisch Infizierten waren weniger MSM (41,3%) vertreten verglichen mit den rezent-
infizierten Patienten. Dagegen erfolgte die Transmission durch heterosexuellen Kontakt

haufiger (23,2%). 3,2% der Patienten infizierten sich durch intraventsen Drogenkonsum



46

(IvDU) und einer der Patienten wurde perinatal infiziert (PPI). Fir 93 der 155
Neudiagnosen war das CDC-Stadium bekannt. Dementsprechend waren 58,1% im A-
Stadium der Infektion, 28% im B-Stadium und 14% im C-Stadium. Die Viruslast war im
Median 7,3E+04 Kopien/ml (1,9E+04 - 1,8E+05 Kopien/ml). Nur fur 42 Patienten erfolgte
die Angabe der CD4"-Zahl. Sie belief sich auf einen Median von 220 Zellen/pl (55 —
454 Zellen/ul) (Tab.13).

Tabelle 13 Charakteristika der nach BED in rezent- und chronisch-infizierte Patienten

rezent Infizierte chronisch Infizierte
n in % n in %

Anzahl der Patienten 85 155
mannlich 75 88,2 119 76,8
weiblich 10 11,8 36 23,2
Herkunftsland
Deutschland 49 57,6 84 54,2
andere 19 22,4 45 29,0
unbekannt 17 20,0 26 16,8
Subtyp
B 66 77,6 102 65,8
Non-B 19 22,4 53 34,2
Transmission
MSM 50 58,8 64 41,3
Heterosexuell 10 11,8 36 23,2
VDU 2 2,4 5 3,2
PPI 0 0,0 1 0,6
unbekannt 23 27,1 49 31,6
CDC n =46 n =93
A 33 71,7 54 58,1
B 7 15,2 26 28,0
C 6 13,0 13 14,0
CD4* bekannt 24 28,2 42 27,1

Median (min-max) Median (min-max)
Viruslast (Kopien/ml) 3,6E+05 0-2,6E+08 7,3E+04 0 — 3,0E+06
Alter in Jahre 33 21-83 37 12-75

CD4*-Zellen/ pl Blut 489 28 - 835 220 5-700
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4.4.2 Auswertung der Subtypenverteilung

4.4.2.1 Fur die rezenten Patientenproben

In den 85 rezent-eingestuften Patienten war der Subtyp B am meisten pravalent. Am
zweit-haufigsten wurde der Subtyp A und die CRF02_AG klassifiziert (gesamt: 10,6%).
Mit dem Subtyp C waren 4,7% der Patienten infiziert. Neben CRF02_AG konnte eine
zweite CRF eindeutig nachgewiesen werden: CRF12_BF. Alle anderen Kombinationen,
die nicht eindeutig zuzuordnen werden konnten, wurden als URF bezeichnet (Tab. 14).
Die resultierenden Subtypen aus den HIV-1 Genomregionen pol und env stimmten in
96,5% der untersuchten Proben Uberein. In zwei Proben konnte kein Zusammenhang
festgestellt werden. Eine Zuordnung der Rekombinanten war auch mit der
phylogenetischen Analyse nicht mdglich (s. Anhang 11.2, Abb. 29,30).

Tabelle 14 Subtypenverteilung innerhalb der kirzlich erworbenen Infektionen

Subtypen Verteilung (n = 85)
pol/env Summenwertung n %
A/A A 5 5,9
B/B B 66 77,6
C/C C 4 4,7
D/D D 1 1,2
FIF F 1 1,2
G/G G 1 1,2
CRF02_AG/A CRF02_AG 4 4,7
CRF12_BF/F CRF12_BF 1 1,2
D(19 _cpx)/B URF 1 1,2
CRF02_AG/B URF 1 1,2
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Daraus ergab sich die in Abbildung 20 graphisch dargestellte Subtypverteilung.
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Abbildung 20 Subtypenverteilung in dem Patientenpanel rezenter Infektionen

4.4.2.2 Fur die chronisch-infizierten Patienten

Bei den chronisch-eingestuften Neudiagnosen war der Subtyp B in der Mehrheit der
Proben nachgewiesen wurden. Subtyp A- und CRF02_AG-Infektionen lagen zu 16,2%
vor. Mit dem Subtyp C infizierten sich 5,8% (Abb. 21; Anhang 11.2, Tab. 20). Funf weitere
CRFs wurden identifiziert (CRFO01_AE, CRF20_BG, CRF32_06Al1l, CRF06_cpx,
CRF29_BF). Die Ergebnisse aus der pol und der env-Subtypbestimmung wies in 96,1%
der Proben eine Ubereinstimmung auf. Sechs Proben waren nicht konkordant. Nach der
phylogenetischen Analyse konnten zwei Proben Rekombinanten zugeordnet werden:
CRF02_AG und CRFO1_AE (s. Anhang 11.2, Abb. 29,30).

mA/A
HB/B
mC/C
mD/D
mG/G
m CRF02_AG/A (AG)
M andere CRFs/URFs

Abbildung 21 Verteilung der Subtypen unter den chronisch-infizierten Patienten
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4.4.3 Auswertung des Ko-Rezeptorgebrauches

Mit dem originalen geno2phenojcoreceptor-Algorithmus (FPR < 5%) konnten in 5,9% der vom
ELISA als rezent-eingestuften Infektionen reine X4-Viren klassifiziert werden. In 10,6% der
Neudiagnosen wurden dualtrope Viren und in 83,5% reine R5-Viren (FPR > 15%)

nachgewiesen.

In dem Proben-Panel, der vom ELISA chronisch-eingestuften Infektionen wurden fir 7,7% der
Patienten reine X4-Viren und fur 16,1% R5X4-Viren vorhergesagt. In 76,1% der Proben
wurden reine R5-Viren nachgewiesen (Abb. 22, s. Anhang 11.2, Tab. 21).
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Abbildung 22 Verteilung X4/R5X4 und R5-Viren im Patienten-und Evaluationspanel

4.4.4 Charakteristika der mit X4-Viren infizierten Patienten mit rezenter und

chronischer Infektion

Fur die mit X4-Viren klassifizierten rezenten Infektionen war keine CD4*-Zellzahl bekannt. Nur
bei zwei von flnf Patienten war das CDC-Stadium angegeben. Einer der Patienten war bereits
im HIV-Stadium C und einer im Stadium B. Dies deutet zwar auf ein fortgeschrittenes HIV-
Stadium und somit auf eine falsch rezente Klassifizierung hin, andererseits waren flnf

Patienten mit R5-Virusinfektionen im Stadium C und sechs im Stadium B.

Ein Zusammenhang zwischen dem Auftreten von X4-Viren und dem Herkunftsland sowie zum

Transmissionsweg konnte nicht hergestellt werden, da es nur fir zwei Patienten angegeben
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war (Tab. 15). Demnach gibt es keine weiteren Hinweise auf eine chronische Infektion bei den

Patienten, bei denen X4-Viren identifiziert wurden.

Tabelle 15 Charakteristika der rezent eingestuften Patienten mit X4-Viren

Tropis FPR  Viruslast CDA4*-Zahl Ge- Her- Trans- CDC

mus (%) (Kopien/  (Zellen/ml) schlecht kunfts- mission
ml) land

0,0 7,5E+04 unbekannt w unbekannt unbekannt unbekannt

1,7 5,5E+05 unbekannt m W-EU MSM C

X4 2,4 2,5E+05 unbekannt m unbekannt unbekannt unbekannt

3,7 4 3E+05 unbekannt m unbekannt unbekannt unbekannt

4.0 8,5E+04 unbekannt m La MSM B

Unter den chronisch mit X4-Viren infizierten Patienten war nur fir finf von zwolf die CD4*-Zahl

gegeben. Von acht Patienten war das CDC-Stadium bekannt. Vier von ihnen befanden sich

im CDC-Stadium C und zwei im Stadium B. Fur drei der im C-Stadium befindlichen Patienten

war die CD4*-Zahl gegeben. Sie war bei allen < 200 Kopien/ml.

Wie in der Gruppe der rezent Infizierten waren die meisten Patienten mannlich und

stammten aus Deutschland. Ein Zusammenhang zwischen Transmissionsweg und dem

Tropismus lasst sich nicht herstellen (Tab. 16).

Tabelle 16 Charakteristika der chronisch X4-viralen Infektionen

Tropis FPR Viruslast CD4*-Zahl Ge Her- Trans- CDC

mus (%) (Kopien/ (Zellen/ml) schlecht kunfts-  mission
ml) land

0,0 6,9E+05 unbekannt m D MSM A

0,0 1,5E+05 352 m D MSM B

0,1 3,5E+05 11 w D  unbekannt C

0,2 1,2E+03  unbekannt m D  unbekannt A

X4 1,7 3,8E+04  unbekannt w UA IDU  unbekannt

2,1 1,3E+05 unbekannt w GUB IDU C

2,2 2,8E+04 140 m D MSM C

3,2 2,2E+04 unbekannt m D unbekannt unbekannt

3,7 2,9E+04 54 m D MSM C

4,4 5,0E+05  unbekannt w Cz IDU unbekannt

4,8 1,3E+05 136 w PL  unbekannt B

5,0 7,9E+04  unbekannt m PL unbekannt unbekannt
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4.5 Vergleich der Ko-Rezeptorgebrauch-Vorhersage unter Verwendung

von Sanger- und NGS-Sequenzen kurzlich-erworbener Infektionen

Bei dem direkten Vergleich von Sanger-Sequenzierung und NGS mit dem Grenzwert von 20%
ergab sich eine &ahnliche Verteilung des mit geno2phenojcorecepojOriginal ermittelten Ko-
Rezeptorgebrauchs. Nur ein Patient wurde mit NGS zuséatzlich mit X4-Viren klassifiziert (FPR
< 5%). Nach Sanger war der Patient mit dualtropen Viren infiziert. (Abb. 23, Anhang 11.5.,
Tab. 26).
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Abbildung 23 Vergleich Sanger-Sequenzierung mit dem NGS Grenzwert 20%

Mit dem niedrigeren Grenzwert von 10% zum Erfassen bisher nicht detektierter Minoritaten
wurden keine weiteren X4-Virusinfektionen klassifiziert verglichen mit dem Grenzwert von
20%. Allerdings konnte eine dualtrope Viruspopulation in einem anderen Patienten bestimmt
werden, der mit Sanger und dem Grenzwert von 20% eine Infektion mit R5-Viren aufwies
(Abb. 24).



52

90 - 84 g7

B NGS-cut-off:20%
B NGS-cut-off:10%

Verteilung des Ko-Rezeptorgebrauchs in

X4-Viren R5X4-Viren R5-Viren
Ko-Rezeptor

Abbildung 24 Vergleich der NGS Grenzwerte 10% und 20%

Bei einem direkten Vergleich der Sangersequenzierung und den NGS Grenzwerten 20% und
10% des nach NGS mit X4-Viren infizierten Patienten ist auffallig, dass die mit
geno2phenojcoreceptorjOriginal bestimmte FPR von 7,9% (Sanger) zu 1,7% (NGS, Grenzwert
10%) abnimmt, wahrend die Substitutionen innerhalb der V3-Sequenz zunimmt (Tab. 17,
Anhang 11.5, Tab. 26).

Tabelle 17 Anzahl der Substitutionen und Ambiguitaten in der V3-Nukleotidsequenz

Vergleich Sanger-Sequenzierung und NGS (Grenzwert: 20%, 10%) anhand der in NGS klassifizierten
X4-Viren

Vergleich Sanger Vergleich NGS cut-off
(FPR 7,9%) mit NGS cut- 20% (FPR 2,6%) mit
off 20% (FPR 2,6%) 10% (FPR 1,7%)
Anzahl Substitutionen 5 2
davon Ambiguitaten 5 2
e e e e e e e e T T e e e ey e
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Abbildung 25 Nukleotidsequenzanalyse des V3-Loops der als X4 klassifizierten Viren

Vergleich der Sanger-Sequenz (oben) gegen die NGS-Sequenz mit 20% Grenzwert (Mitte) und 10%
Grenzwert (unten)

Die Aminosaurezusammensetzung verandert sich im gleichen Umfang (Abb. 26).
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Abbildung 26 Aminosauresequenzanalyse des V3-Loops der als X4 klassifizierten Viren

Vergleich der Sanger-Sequenz (oben) gegen die NGS-Sequenz mit 20% Grenzwert (Mitte) und 10%
Grenzwert (unten)

Bei dem Patienten, der nach Sanger und mit dem NGS Grenzwert von 20% mit R5-Viren
infiziert ist, wurde mit dem 10% NGS-Grenzwert eine Infektion mit dualtropen Viren
klassifiziert. Die FPR sinkt von 88,8% (Sanger) auf 6,9% (NGS, Grenzwert: 10%). Die Anzahl
der Substitutionen nimmt starker zu bei dem Vergleich von Sanger und dem 20% Grenzwert

als zwischen dem 10% und 20% Grenzwert.
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Abbildung 27 Nukleotidsequenzanalyse des V3-Loops der als dualtrop klassifizierten Viren
Vergleich der Sanger-Sequenz (oben) gegen die NGS-Sequenz mit 20% Grenzwert (Mitte) und 10%
Grenzwert (unten)

Tabelle 18 Anzahl der Substitutionen und Ambiguitaten in der V3-Nukleotidsequenz

Vergleich Sanger-Sequenzierung und NGS (Grenzwert: 20%, 10%) anhand der in NGS klassifizierten
X4-Viren

Vergleich Sanger Vergleich NGS cut-off
(FPR 88,8%) mit NGS cut- 20% (FPR 56,1%) mit
off 20% (FPR 56,1%) 10% (FPR 6,9%)
Anzahl Substitutionen 19 2
davon Ambiguitaten 8 2

In der Aminosduresequenz zeigen sich ahnlich starke Unterschiede wie in der
Nukleotidsequenz (Abb. 28)
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Abbildung 28 Aminosauresequenzanalyse des V3-Loops der dualtrop-klassifizierten Viren

Vergleich der Sanger-Sequenz (oben) gegen die NGS-Sequenz mit 20% Grenzwert (Mitte) und 10%
Grenzwert (unten)
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5 Diskussion

Wahrend der HIV-Infektion sind besonders in der frihen Phase R5-Viren prasent. Dies ist
unabhangig vom Transmissionsweg und wird vor allem bedingt durch den Selektionsdruck der
Schleimhautbarriere, aber vermutlich auch durch die humorale und zellulare Immunantwort
gegen X4-Viren [22].

Daraus ergab sich die Hypothese, dass bei Patienten, die sich in der akuten Phase der
Infektion befinden, sich keine reine X4-Viruspoulation etabliert. Dies konnte fur das
Evaluationspanel mit akuten Infektionen mit den Vorhersage-Algorithmen geno2phenocoreceptor
original sowie mit PSSMxars bzw. PSSMsini zu 100% bestatigt werden.

Patienten der InzSurvHIV-Studie werden serologisch in kirzlich- (rezent) oder chronisch-
infiziert klassifiziert. Der wahre Infektionszeitpunkt ist unbekannt. Mit dem Vorhersage-
Algorithmus geno2phenojcoreceptonOriginal wurden neben R5- und R5X4- auch reine X4-
Populationen unter den rezenten Infektionen identifiziert, was aufgrund der bestatigten
Hypothese im Evaluationspanel auf eine serologisch falsch rezente Klassifizierung der Proben

hindeuten kdnnte.

5.1 PCR-Optimierung

Aus einer bestehenden semi-nested PCR fur die gp120C2V5 —Genomregion von HIV-1- wurde
bereits eine einfache env-PCR fur Plasmaproben etabliert. Darauf basierend erfolgte die
Optimierung einer env-PCR flir die in der Inzidenzstudie verwendeten Filterproben von
Neudiagnosen (died serum spots - DSS). Hierfir wurde eine Vielzahl von

Reaktionsbedingungen ausgetestet, um die Effizienz der PCR zu erhéhen.

Die Reverse Transkriptase und der Randomprimer sind zentrale Reagenzien fur eine effiziente
Reverse Transkription (RT-PCR). Die Reaktion wurde mit den Enzymen SuperScript Il und I1I
in Kombination mit unterschiedlich-konzentrierten Randomprimern (25 puM Randomprimer
(Metabion) und 1200 uM Randomprimer (Roche)) getestet. Die SuperScript Il soll nach
Herstellerangaben, aufgrund einer geringeren RNaseH-Aktivitat, eine hdhere cDNA-Ausbeute
erzielen als die SuperScript Il. Dies konnte jedoch nicht bestatigt werden. Auch mit einem
niedrig-konzentrierten Randomprimer wurde keine Verbesserung der Ergebnisse erzielt.
Dementsprechend wurden die Ausgangsreaktionsbedingungen fur die RT-PCR, wie in dem

Protokoll fir Plasmaproben beschrieben, beibehalten.

Fur die Etablierung der env-PCR wurde das Primerpaar der ,nneren“ semi-nested PCR
ausgewahlt, da virale RNA auf DSS durch den Transport bei Raumtemperatur degradiert und
daher kleine Fragmente mit groReren Erfolg amplifiziert werden. Die Primerkonzentration

wurde zunachst in einem Bereich von 0,3 — 1,5 uM variiert. Bei einer Konzentration von 0,6 uM
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war die Signalintensitat am starksten. Dies wurde bei einer asymmetrischen PCR mit
verschiedenen Primermengen bestatigt. Die Primerkonzentration wurde demnach in dem

Protokoll fur DSS um 0,1 uM erhéht verglichen mit dem Ausgangsprotokoll fur Plasmaproben.

Fir eine effiziente Amplifikation ist die Optimierung der Annealing-Temperatur relevant. Bei
einer zu hohen Temperatur erfolgt keine stabile Hybridisierung der Primer, was in einer
verminderten Amplifikation resultiert. Zu geringe Temperaturen fiihren hingegen zu einer

geringeren Spezifitdt der Reaktion und zur Entstehung von Nebenprodukten.

Rechnerisch-ermittelte Schmelztemperaturen der Primer kénnen haufig vom wahren Wert
abweichen, um stattfindende Wechselwirkungen zwischen Primern und cDNA aufzuklaren,
wird eine Temperaturgradienten-PCR zunéchst in groben und anschlieRend in feinen
Abstufungen empfohlen [40]. Die Schmelztemperatur des forward Primers 6537 betragt
58,0°C und die des reversen Primers 5asc 63,0°C. In den meisten Laboren wird die optimale
Annealing-Temperatur durch das Abziehen von 3,0 - 5,0°C von der Primer-
Schmelztemperatur berechnet [40]. Dementsprechend wurde der Temperaturgradient im
ersten Schritt von 53,0°C bis zu der im Ausgangsprotokoll angegebenen Temperatur von
65,0°C eingestellt. Das starkste Signal konnte bei 61,8°C ermittelt werden. Mit dieser
Temperatur wurde zunachst weiterverfahren. Der Wert liegt demnach 3,2°C niedriger als im
Ausgangsprotokoll (65,0°C) angegeben. Allerdings konnte bei 65,6°C und 66,0°C ebenfalls
eine hohe DNA-Menge amplifiziert werden. Dies zeigt, dass bei Verwendung des Primerpaars
6537/5asc mehrere  Temperaturoptima auftreten, beginstigt durch die weit-

auseinanderliegenden Schmelztemperaturen der Primer.

Im abschlielenden Optimierungsschritt, in dem die Annealing-Temperatur in feineren

Abstufungen erneut tberprift wurde, konnte das Ergebnis von 61,8°C bestatigt werden.

Die sich der Annealing-Phase anschliel3ende Elongation wurde auf 60 s erhéht und somit um
15 s verlangert verglichen mit dem Ausgangsprotokoll fir Plasmaproben. In dieser
Elongationsphase der PCR werden unvollstandige Amplifikate vervollstéandigt. Bei einer zu
kurzen Zeit wird die DNA-Ausbeute vermindert, wohingegen eine zu lange Elongation zu

Nebenprodukten fihren kann oder zu einem friiheren Versagen der Polymerase.

Die Erhdhung der Zyklenzahl von 45 auf 55 resultierte ebenfalls in einer gréf3eren PCR-

Produktmenge, ohne dass Nebenbanden auftraten.

Weitere Reaktionskomponenten wie das cDNA-Volumen und die Magnesiumchlorid-
Konzentration wurden zudem Uberprift. Die im PCR-Puffer eingestellte MgCl,- Konzentration
von 1,5 mM, die auch im Ausgangsprotokoll verwendet wurde, konnte bestétigt werden. Auch

das eingesetzte cDNA-Volumen von 5,0 ul wurde beibehalten.
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5.2 Sensitivitat der env-PCR fir HIV-1

Die Nachweisgrenze fur den in Deutschland stark pravalenten Subtyp B lag fir DSS bei
6,0E+02 Kopien/ml.

In Plasmaproben konnte mit dem Ausgangprotokoll der env-PCR bis zu einer Verdinnung von

6,0E+01 Kopien/ml ein PCR-Produkt erzeugt werden.

Fur DSS ist das eingesetzte Probenvolumen jedoch geringer als bei Plasmaproben. Zudem
wird auch Material in den Filtern zurtickgehalten, was die héhere Nachweisgrenze fur DSS
erklart.

Die ebenfalls in Deutschland préavalenten Subtypen A, CRF02_AG, C, D und G wiesen in der
PCR eine hohere Nachweisgrenze auf. Es ergaben sich Unterschiede von bis zu drei log-
Stufen verglichen mit dem Subtyp B. Die Primerbindungsstellen lieRen keine Unterschiede im
relevanten 3‘-Bereich des Los Almos Subtyppanel erkennen, das fiir das Primerdesign

verwendet wird.

Da die Sequenz im relevanten Primerbereich der verwendenten Subtypisolate nicht bekannt
ist, ist es wahrscheinlich, dass die verminderte Sensitivitdt auf ,Nuleotid-mismatche® im
Bereich der Primerbindungsstellen zurtickzufiihren ist.

In dem Patientenpanel mit rezenten und chronischen Infektionen lag die Viruslast fir die
Subtypen A, CRF02_AG. C und D oberhalb der Nachweisgrenze. Fir den Subtyp G konnte
auch bei einer Viruslast von 6,0E+03 Kopien/ml ein env-Fragment amplifiziert werden, somit
stellen die Nachweisgrenzen, welche mit den Isolaten ermittelt wurden, nur einen Richtwert

dar.

5.3 Analyse des Ko-Rezeptorgebrauchs

5.3.1 Vergleich verschiedener bioinformatischer Vorhersage-Methoden

anhand des Evaluationspanels

Aufgrund der Tatsache, dass der phanotypische Trofile®Tropismusassay als Gold-Standard
fur die Ko-Rezeptorvorhersage sehr kosten-und zeitintensiv ist, wurden in den letzten Jahren
verschiedene bioinformatische Vorhersagemodelle implementiert. Grundlage bei diesen
genotypischen Tropismusassays ist das virale V3-Loop im Envelope-Genombereich von HIV,
das an der Interaktion mit dem Ko-Rezeptor beteiligt ist. Die Zunahme positiver Aminosauren
in der V3-Doméne tragt uber die Zeit zum Ubergang von R5 zu X4 bzw. R5X4-Viren bei. Die
Untersuchung des Ko-Rezeptorgebrauchs erfolgte zunachst anhand eines Evaluationspanels
bestehend aus rezenten Infektionen mit bekannten Infektionszeitpunkt. Die Hypothese, dass

keine reinen X4-Viren in der frilhen Infektionsphase auftreten, konnten seitens dieses Panels
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mit PSSM und geno2phenojcoreceptorjOriginal mit aber auch ohne das Einbeziehen klinischer
Parameter (FPR < 5%) zu 100% bestatigt werden.

Mit geno2phenoChngs-sanger und der 11/25-Regel in Verbindung mit der Nettoladung konnte die
Hypothese nur zu 99,1% (107/108 Patienten) bestatigt werden. Beide Vorhersagemodelle

klassifizierten fir je einen Patienten eine X4-virale Infektion.

Der geno2phenoChngs-sanger-Algorithmus berechnete fir einen Patienten eine 56%ige
Wahrscheinlichkeit, dass X4-Viren am Infektionsgeschehen beteiligt sind. Dieser Wert ist nahe
dem Grenzwert von 50%, sodass vermutlich eine dualtrope (R5X4)- oder eine Mischpopulation
vorliegt, aber keine reine X4-Viruspopulation. Aus den klinischen Daten ist eine Viruslast von
zirka 1,0E+05 Kopien/ml und eine CD4*-Zahl von 260 Zellen/ml zu enthehmen. Ob die
Klassifizierung von X4-Viren durch geno2phenoChngs-sanger plausibel ware, ist ohne die Angabe
des CDC-Stadiums nicht mdglich. Dualtropen Viren kénnen hingegen in jedem HIV-Stadium

auftreten.

Die von Raymond et al. etablierte11/25 Regel, die in Kombination mit der Nettoladung des V3-
Loops zur Bestimmung des Wirtstropismus beitragt, identifizierte ebenfalls fir 1/108
untersuchten Patienten des Evaluationspanels eine reine X4-Viruspopulation. Dieser Patient
wies an Position 25 die basische Aminosaure Lysin und eine berechnete Nettoladung nahe
des Grenzwertes (> 5 = X4-Viren) auf. Die Viruslast belief sich auf 4,5E+06 Kopien/ml und die
CD4-Zellzahl auf 391 Zellen/pl. Ohne die Angabe des CDC-Stadiums lasst sich auch fir

diesen Patienten nicht erklaren, ob der Nachweis von X4-Viren plausibel wére.

Der sechste verwendete Algorithmus HIVcoPred berechnete fur alle 108 Patienten des
Evaluationspanels Infektionen mit reinen X4-Viren. Diese hohe Sensitivitat wurde bereits in

anderen Publikationen wie der von Schreiber und Schwalbe bestatigt [15].

Fur die Auswertung des Patientenpanels der kirzlich-erworbenen und chronischen Infektionen
wurde der Original-geno2phenojcoreceptor-Algorithmus ohne Einbeziehen klinischer Parameter
verwendet. Auf dieses Vorhersagemodell beziehen sich die Deutsch-Osterreichischen [28]

und Europaischen Richtlinien [29] sowie verschiedene Publikationen [24, 27, 41, 42, 43].

5.3.2 Anteil von X4-Viren bei rezenten und chronischen Infektionen anhand des
Patientenpanels von 2014
X4-Viren sind nur selten am akuten Infektionsgeschehen beteiligt (bei therapie-naiven < 1%,

bei therapierten Patienten < 5%) [44]. Nur in zirka 50% der Subtyp B Infektionen erfolgt
tatséchlich der Ubergang von R5- zu X4-Viren [22].

Nach dem in der Inzidenzstudie verwendeten serologischen Rezent-Test werden Infektionen

als ,chronisch” klassifiziert, wenn der Infektionszeitpunkt langer als ca.155 Tage zurtckliegt.
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Eine fortgeschrittene Infektion kann ansonsten nur anhand des CDC-Stadiums (B oder C) oder
der CD4*-Zellzahl (< 200 Zellen/ul) vermutet werden, sofern diese klinischen Daten bekannt
sind.

Bei den kirzlich-erworbenen Infektionen der Inzidenzstudie konnten bei 5,9% reine X4-Viren
mit geno2phenoicoreceprooriginal (FPR < 5%) nachgewiesen werden. Der Anteil von X4-Viren
war zwar geringer als in den chronischen Infektionen (7,7%), jedoch nicht signifikant (p=0,79).
Bei den rezenten Infektionen wurden in 83,5% R5-Viren vorhergesagt, bei den chronischen
76,1%.

Das Auftreten von X4-Viren ist meist mit einer Abnahme der CD4*-Zahl und dem Anstieg der
Viruslast assoziiert [11]. Ein Zusammenhang zum Wirtstropismus konnte in dieser

Studie - ebenso wie in der Studie von Rieder et al - nicht aufgezeigt werden [41].

Das CDC-Stadium, dass nur flr wenige Patienten angegeben war, identifizierte flr einen der
rezent-infizierten Patienten X4-Viren im fortgeschrittenen HIV-Stadium C (1/6 Patienten
(16,6%)). Angaben zur CD4*-Zahl waren unter den mit X4-Viren-assoziierten Infektionen nicht
gegeben.

Bei den chronischen Infektionen waren vier der mit X4-inifzierten Patienten im CDC-Stadium C
(4/13 Patienten (30,8%)). Die CD4*-Zahl war fur drei dieser Patienten bekannt. Sie lag unter
200 Kopien/ml, was fiur den vorhergesagten Tropismus und das CDC-Stadium plausibel ist.
Basierend auf dieser begrenzten Probenanzahl ist jedoch kein Zusammenhang zwischen dem
Tropismus und dem CDC-Stadium herzustellen, besonders weil die restlichen finf bzw. neun
Patienten, die sich im Stadium C befanden, mit R5 bzw. R5X4-Viren klassifiziert wurden und

nicht fur alle die CD4*-Zahl gegeben war.

Dennoch ist der Nachweis von X4-Viren in der frihen Infektionsphase entgegen der
aufgestellten Hypothese und korreliert nicht mit den Ergebnissen des Evaluationspanels. Dies

konnte verschiedene Ursachen haben:

Ein Grund besteht darin, dass der serologische Rezent-Test eine Fehlerrate (FRR — false
recent rate) von 10% aufweist, was bedeutet, dass als rezent klassifizierte Infektionen
tatsachlich chronisch sind. Diese Fehlinterpretation kénnte mit der Bestimmung des Ko-
Rezeptorgebrauchs korrigiert werden. Demnach mussten die kirzlich-erworbenen Infektionen,
in denen X4-Viren klassifiziert wurden, als chronisch eingestuft werden. 5,9% der rezenten

Infektionen wéaren somit serologisch falsch klassifiziert wurden.

Ein zweiter Argumentationspunkt ist, dass in der akuten Infektion tatsachlich reine X4-Viren
auftreten, diese aber aufgrund der relativ kleinen Probenanzahl des Evaluationspanels
(n=108) nicht in Erscheinung traten.

In einer franzdsischen Studie, in welcher der HIV-1 Tropismus bei 239 akuten HIV-Infektionen

untersuchte wurde, wurden in der Tat 6% der Infektionen mit X4-Viren und 94% mit R5-
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Viruspopulationen klassifiziert. Diese Untersuchung erfolgte jedoch anhand eines

phanotypischen Tropismusassays, der als Goldstandard angesehen wird [10].

Als dritter Punkt ist daher zu argumentieren, dass die genotypischen Tropismusassays

weniger sensitiv sind als die phanotypischen Tests, was zu Fehlinterpretationen fiihrt.

Fur die Auswertung des Ko-Rezeptorgebrauchs liegen bisher nur Empfehlungen vor, sodass
verschiedene Publikationen sich auf eine andere FPR zur Identifizierung von X4-Viren (5,75%
[43, 41]; 10%; 20% [45, 46]) beziehen als die in dieser Studie verwendete FPR < 5% (Deutsch-
Osterreichischen Richtlinien).

Therapie-basierte  Publikationen fokussieren meist auf den Vergleich des Ko-
Rezeptorgebrauchs bei therapie-naiven und therapierten Patienten. Diese Studien beziehen
sich auf eine FPR < 5,75% wie in die von den Europaischen Richtlinien empfohlen. Dieser

Wert basiert auf Maraviroc Studien.

Eine FPR uUber 5,75% korrelieren mit einem Ansprechen auf den CCR5-Antogonisten
Maraviroc [29]. Fir den Einsatz dieses Medikamentes ist es notwendig, dass keine reinen X4-
Viren am Infektionsgeschehen beteiligt sind — weder in Form von Minoritdten noch in
dualtropen Populationen. Geno2phenojcoreceptoioriginal gibt dabei eine Therapieempfehlung
nach dem Benutzer gewahlten Grenzwert an. Aufgrund der therapeutischen Relevanz steht
bei einer Vielzahl von Studien der Nachweis von R5-Viren im Fokus, anstatt wie in dieser Arbeit
X4-Viren.

Parcezewski et al untersuchten den Ko-Rezeptorgebrauch bei therapie-naive Patienten und
konnten in HIV-Neudiagnosen in Polen 85,5% R5-Viren klassifizieren [43]. Die Autoren
differenzierten jedoch nicht in rezente und chronische Infektionen. Das Ergebnis korreliert

jedoch mit dem in dieser Arbeit untersuchten rezenten Neudiagnosen.

Rieder et al hingegen untersuchten das Vorkommen von reinen bzw. gemischten X4-
Viruspopulationen in akuten Infektionen anhand von geno2phenojcoreceptorjoriginal, PSSMsini
und SVMwetcat. Alle drei Algorithmen stimmten in 4/145 (3%) Patienten in der Vorhersage
Uberein, wobei nur fir einen (1%) auch phanotypisch das Ergebnis bestatigt werden konnte.
In dieser Studie von Rieder et al klassifizierte geno2phenoicorecepronoriginal in 21 von 145
Patienten  X4-/R5X4-Viren  (14%)  [41]. Dies deutet darauf hin, dass
geno2phenoOjcoreceptor] Original den Anteil von X4-Viren Uberschatzt. Dies wurde bereits in

verschiedenen Publikationen bestatigt [15, 23].

Obwohl geno2phenoicoreceptorioriginal das meist verwendete Vorhersagemodell in der Praxis ist,
arbeitet es nicht zweifelsfrei richtig, insbesondere weil der Algorithmus tberwiegend mit
Sequenzen des Subtyps B und C trainiert wurde. Auch die Beschrankung auf das V3-Loop

von gpl120 vermindern die Spezifitdt und Sensitivitat der Vorhersage.
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X4-Viren des Subtyps C werden bei einer FPR < 5% mdglichst genau vorhergesagt, mit einer
Sensitivitat von 94% [47]. Auch fur den Subtyp G ist die Vorhersage konkordant [26], da die
Konsensus-Sequenz ahnlich zu der von Subtyp B ist.

Es wurde bereits publiziert, dass Viren des Subtyps A, die einen X4-Tropismus aufweisen
(FPR > 5%), mit einer geringen Genauigkeit klassifiziert werden (Sensitivitat: 15,79%) und
dadurch der Anteil von X4-Viren unterschatzt wird [6]. Insbesondere bei Viren dieses Subtyps
scheint der Ko-Rezeptorgebrauch verstarkt durch das V2-Loops des gpl20 vermittelt zu
werden [6]. Die V2-Domaéne interagiert mit dem V3-Loop und beeinflusst ebenfalls die Bindung

des Ko-Rezeptors.

Dies ist ein Beispiel dafiir, dass auch Substitutionen aul3erhalb des V3-Loops von gp120 die
Ko-Rezeptorvorhersage beeinflussen kénnen. Zudem beeinflussen Glykosylierungsstellen

und Strukturen in gp41 die Bindung des Ko-Rezeptors [6, 42].

Fur die Subtypen D sowie CRF02_AG und CRF01_AE zeigt sich ebenfalls eine geringere
Spezifitat fur die Ko-Rezeptorvorhersage [26].

Allerdings wurde kirzlich veréffentlicht, dass bei dem Subtyp CRF01_AE ein verklrztes V3-
Loop, bei dem die flankierenden Enden entfernt wurden, die Sensitivitat der Tropismus-
Vorhersage verbessert.

Bei anderen Subtypen konnte dieser Einfluss eines kirzeren V3-Fragmentes nicht bestatigt
werden [48].

Unter den chronischen Infektionen erwies sich eine hohere Diversitat und ein grofl3erer Anteil
von Nicht-B Subtypen im Vergleich zu den kurzlich-erworbenen Infektionen. Es ist bereits
bekannt, dass Patienten mit einer chronischen Nicht-B Infektionen meist erst spéater bei einem
Arzt vorstellig werden.

Unter der Beriicksichtigung, dass geno2phenocoreceptooriginal bei den Subtypen A und D sowie
bei den CRFs den Anteil von X4-Viren unterschatzt, besteht die Mdglichkeit, dass in der
Gruppe der chronischen Infektionen mehr Patienten mit X4-Viren infiziert sind als bisher

angenommen.

5.3.3 Vergleich der Ko-Rezeptorvorhersage anhand von Sanger-und NGS-

Sequenzen rezenter Infektionen

Die typische Populations-basierte V3-Sequenzierung nach Sanger besitzt nur eine geringe
Sensitivitat fir Minoritaten, insbesondere wenn diese unter 20% vorkommen. NGS ist
wesentlich sensitiver und kann dadurch auch Minoritdten bis zu Anteilen von 2% detektieren
[49, 28]. Dadurch wird ein Querschnitt des Ko-Rezeptorgebrauchs innerhalb der im Patienten
vorkommenden Viruspopulation ermdglicht und die Pravalenz von Nicht-R5—HIV quantifiziert

[50]. Auch bei Patienten, in denen nach Sanger-Sequenzierung keine reinen X4-Viren
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klassifiziert wurden, kdnnten Minoritdten mit NGS und einem niedrigeren Grenzwert erfasst

werden [51, 44]. Es wéare demnach zu erwarten, dass NGS mehr Mischvarianten identifiziert.

81 der 85 rezenten Infektionen wurden neben Sanger auch mit NGS untersucht. Hierbei sollte
die klassische Sanger-Sequenzierung direkt mit dem NGS Grenzwert von 20% verglichen
werden. Zusétzlich sollte ein niedrigerer Grenzwert (10%) zur Detektion von Minoritaten

beitragen.

In dem Vergleich der Sanger-Sequenzierung und dem NGS Grenzwert von 20% wurden mit
dem originalen geno2phenoicorecepto-Algorithmus in einem weiteren Patienten X4-Viren
identifiziert. Die klinischen Daten geben soweit vorhanden keinen Hinweis auf eine chronische
Infektion (Viruslast 2,5E+05 Kopien/ml; CDC-Stadium, CD4*-Zellzahl unbekannt).

Mit dem NGS Grenzwert von 10% fur Minoritaten wurden keine weiteren X4-Virusinfektionen
klassifiziert verglichen mit dem 20% Grenzwert.

Stattdessen konnten mit dem niedrigeren Grenzwert in einem zweiten Patienten dualtrope
Viren detektiert werden, die mit Sanger-Sequenzierung und dem NGS Grenzwert von 20% als
R5-Viren Klassifiziert wurden. Dualtrope Viren koénnen jedoch wahrend des gesamten

Infektionsgeschehens auftreten.

Beide Patienten wiesen bei der Bestimmung des Ko-Rezeptors mit geno2phenOcoreceptor]
original eine Abnahme der FPR von Sanger zum niedrigen NGS 10% Grenzwert auf. Die

Substitutionen innerhalb des V3-Loops nahmen hingegen zu.

In Publikationen, in denen ein gréReres Probenpanel untersucht wurde, wurde bestétigt, dass
mit NGS mehr Nicht-R5-Viren in Form von Minoritaten detektiert werden als mit Sanger-
Sequenzierung [50, 52]. Ambiguitdten oder besondere V3-Substitutionen, die im

Zusammenhang mit einem Tropismuswechsel stehen, wurden bisher nicht publiziert.

5.3.4 Limitation der Studie

Eine weitreichende Limitation dieser Studie ist, dass die Mehrheit der Publikation, die sich mit
der Auswertung des Ko-Rezeptorgebrauchs beschéftigen, sich auf Plasmaproben und nicht
auf die in der Studie verwendeten DSS beziehen. Studien zu der Vorhersage des Tropismus
unter Verwendung von Filterproben wurden bisher noch nicht durchgefiihrt. Zudem ist das hier
verwendete Evaluations- sowie Patientenpanel recht klein, um eine signifikante Aussage zum
Ko-Rezeptorgebrauch in kurzlich-erworbenen und langer-zurtickliegenden Infektionen zu

treffen.
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5.4 Ausblick

In dieser Arbeit wurde eine env-PCR fir DSS optimiert, die zukinftig in der Routine-Diagnostik
der Inzidenz-Studie zur Anwendung kommen kann. Die PCR ist insbesondere sensitiv fur die
Subtypen B und C, allerdings eine bis drei log-Stufen weniger sensitiv fir Subtyp A, D und G.
Es ware demnach nétig generische Primer zu design, die fur alle Subtypen in &hnlicher Weise
sensitiv sind.

Die Bestimmung des HIV-1 Ko-Rezeptors kann zukinftig das Ergebnis der serologischen

Rezent-Testung korrigieren.
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6 Zusammenfassung

Fir einen effizienten Viruseintritt bindet das Humane Immundefizienzvirus (HIV) Uber das
Hullprotein gp120 den immunogenen Rezeptor CD4 sowie den Ko-Rezeptor CCR5 oder
CXCR4 auf Immunzellen. Entsprechend des Ko-Rezeptorgebrauchs werden die Viren in R5-
oder X4-Viren bzw. in dualtrope (R5X4) Viren unterschieden. Der Ko-Rezeptorgebrauch wird
Uber die hypervariable Doméane 3 (V3-Loop) des viralen Glykoproteins (gp) 120 vermittelt.
R5-Viren dominieren die friihe Infektionsphase. In 50% der HIV Subtyp B-Infektionen erfolgt
als Konsequenz von Mutationen der Ubergang zu X4-Viren.

Daraus ergab sich die Hypothese, dass in der friihen Phase der Infektion keine reinen X4-
Viren auftreten.

Fur die Inzidenz-Studie der Molekularen Surveillance am Robert Koch-Institut werden Filter
getropfte Restseren von HIV-Neudiagnosen (DSS - dried serum spots) mit einem anonym
erhobenen Meldebogen an das Institut gesandt. Mittels eines serologischen Rezent-Testes
erfolgt die Klassifizierung der Infektionen in kirzlich-erworben (< 155 Tage) und chronisch.
Der verwendete Rezent-Test weist eine Fehlerrate von 10% auf.

Ziel dieser Arbeit war es Sequenzen des HIV V3-Loops von Patienten mit einer kurzlich-
erworbenen Infektion aus einer optimierten env-PCR hinsichtlich der aufgestellten Hypothese
zu Uberprifen. Bei Bestatigung der Annahme soll der Nutzen der genotypischen Ko-
Rezeptorvorhersage zur Korrektur flr serologisch falsch-rezent eingestufter Infektionen
diskutieren werden.

Basierend auf einer semi-nested PCR wurde bereits im Vorfeld eine env-PCR fiur
Plasmaproben etabliert. Dieses PCR-Protokoll diente als Grundlage fiir die Optimierung einer
env-PCR fir die in der Inzidenzstudie verwendeten DSS.

Die Hypothese, dass in der friihen Infektionsphase keine reinen X4-Viren auftreten, wurde
zunachst anhand eines Evaluationspanels aus 108 Plasmaproben der Serokonverterkohorte
mit bekannter kurzer Infektionsdauer (< 155 Tage) untersucht. Hierfir wurden sechs
genotypische Ko-Rezeptor-Vorhersagemodelle (11/25-Regel; geno2phenoicoreceptorjoriginal;
geno2phenoCnes-sanger, PSSMxars; PSSMsini, HIVcoPred) verglichen.

AnschlieBend wurde die fiir DSS etablierte env-PCR sowie das Vorhersagemodell, das mit der
Hypothese korreliert, auf ein Probenpanel von HIV-Neudiagnosen (85 rezente Infektionen, 155
chronische Infektionen) aus 2014 (Oktober — Dezember) angewandt, um das Auftreten von
X4-Viren zu untersuchen und mit dem Ergebnissen des serologischen Rezent-Tests zu
vergleichen. 81 Proben der rezenten Infektionen wurden neben Sanger-Sequenzierung auch
mit Next generation sequencing (NGS) nach dem lllumina MiSeq-Prinzip unter Verwendung
verschiedener Grenzwerte zur Detektion von Minoritaten untersucht.

Die erfolgreich etablierte env-PCR weist fur den in Europa stark pravalenten Subtyp B eine
hohe Sensitivitat mit einer Nachweisgrenze von 6,0E+02 Kopien/ml auf. Fir Subtypen A, C,
D, G und die CRF02_AG ist die PCR um ein- bis drei log-Stufen weniger sensitiv.

In dem untersuchten Evaluationspanel aus 108 Plasmaproben konnten mit den genotypischen
Vorhersagemodell geno2phenojcoreceptonOriginal und PSSMxars bzw. PSSMsni keine reinen X4-
Viren in der frihen Infektionsphase nachgewiesen werden, wahrend mit der 11/25-Regel in
Verbindung mit der Nettoladung sowie mit geno2phenoCnas-sanger in €iner von 108 Proben X4-
Viren klassifiziert wurden. Fir die Untersuchung der HIV-Neudiagnosen aus 2014 wurde
geno2phenojcoreceptonOriginal - verwendet, da dieser Algorithmus von den Deutsch-
Osterreichischen und Europaischen Richtlinien empfohlen wird.
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In der Gruppe der rezenten Infektionen (n=85) wurden in finf der nach Sanger-sequenzierten
Proben X4-Viren identifiziert.

In dem Panel von 81 Proben, das mit Sanger und NGS sequenziert wurde, konnten in vier
Sanger-Sequenzen X4-Viren klassifiziert werden. Mit der sensitiveren NGS-Methode waren
es bei einem Grenzwert von 20% sowie mit 10% fur minoritére Varianten finf Patienten.

Im Evaluationspanel konnte die Hypothese, dass keine reinen X4-Viren in der frihen
Infektionsphase auftreten, mit dem originalen geno2phenoicoreceptor-Algorithmus fir alle 108
Proben bestatigt werden. Demnach konnte die Ko-Rezeptorvorhersage zur Korrektur der
serologisch falsch-rezent klassifizierten Proben der Inzidenzstudie beitragen.

In den vom ELISA als rezent-eingestuften Infektionen (n=81) identifizierte das
Vorhersagemodell 4,9% X4-Viren auf Grundlage von Sanger-Sequenzen und in 6,2% unter
Verwendung von NGS-Sequenzen mit den 20% und 10%-Grenzwert.

Demnach konnten die methodische Limitation des ELISAs bei den vier bzw. funf als ,falsch
rezent” eingestuften Patienten durch die Ko-Rezeptorvorhersage korrigiert werden.

Um diese Annahme, dass es sich tatsachlich um die frihe Infektionsphase handelt, fehlen
jedoch die klinischen Daten.

So kénnten X4-Viren in geringer Konzentration zu Beginn der Infektion auftreten, was von
Rieder et al fir 1% der frihen Infektionen gezeigt wurde.

Auch methodische Limitationen der Ko-Rezeptorvorhersage und Falschvorhersagen von X4-
Viren sind wahrscheinlich, da der originale geno2phenoicoreceptor-Algorithmus insbesondere mit
Sequenzen des B und C trainiert wurde, sodass Fehlerinterpretationen bei den tbrigen HIV-
Subtypen auftreten kénnen.

Zudem ist bereits bekannt, dass neben dem V3-Loop auch andere Strukturen innerhalb des
gpl120 aber auch in gp41 an der Interaktion mit dem Ko-Rezeptor beteiligt sind.

Aus epidemiologische Sicht ist die Bestimmung des Ko-Rezeptorgebrauchs mit
geno2phenojcoreceptonOriginal  fir die  Korrektur falsch-rezent klassifizierter Infektionen
anwendbar, insbesondere wenn keine klinischen Daten vorliegen. Es tragt demnach zu einer
besseren Charakterisierung klrzlich-erworbener HIV-Infektionen unter den HIV-
Neudiagnosen in Deutschland bei.
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/ Summary

For an efficient viral entry the human immunodeficiency virus (HIV) binds via the envelope
glycoprotein gp120 the immunogenic CD4-receptor as well as one of the co-receptors CCR5
or CXCR4. According to the co-receptor usage the viruses are called R5- or X4-viruses.
Additionally dualtropic (R5X4) viruses are involved in the infection process. The co-receptor
usage is mediated by the hypervariable region 3 (V3-Loop) of gp120.

R5-viruses dominate the early stage of infection. In 50% of HIV subtype B infections a switch
to X4-viruses occur as a consequence of mutation events during infection.

Based on this observations the hypothesis developed that no X4-viruses appear during the
early stage of infection.

For the incidence project of the molecular surveillance of the Robert Koch-Institute (RKI) 81
national diagnostic laboratories send residual serum of HIV new diagnosis on filter card with
an anonymous infection report to the RKI. The samples are classified in recent (<155 days)
and chronic infection by a serological Recency Test. This Assay shows a false recent rate of
10%.

The aim of the study was to check the hypothesis by using sequences of HIV-V3-Loop
generated in a new established env-PCR. If the hypothesis could be confirmed, genotypic co-
receptor prediction tools may be used for the correction of serological false-recent classified
infections.

Based on a semi-nested PCR an env-PCR for plasma samples was established in advance.
The PCR-protocol was used for optimization of an env-PCR for DSS. But at first the hypothesis
of no appearance of X4-viruses during early infection was investigated using an evaluation
panel of 108 plasma samples of a seroconverter cohort with known short period of infection.
For the investigation six different genotypic prediction tools (11/25-rule with net charge;
geno2phenojcoreceptorjOriginal; geno2phenoCnes-sanger, PSSMxars; PSSMsini, HIVcoPred) were
compared.

Afterwards the established env-PCR for DSS as well as the prediction tool which correlated
with the hypothesis were applied to the patient panel of HIV new diagnosis (85 recent
infections, 155 chronic infections) of 2014 (October to December) to check for X4-viruses and
to compare it with the results of the Recency Test.

81 samples of recent infections were sequenced with Sanger and next generation sequencing
(NGS) using lllumina MiSeq. Two different cut-offs for the detection of minorities were
compared.

The env-PCR for DSS was established successfully. It shows a high sensitivity for the subtype
B which is high prevalent in Europe. The detection limit was at 6,0E+02 copies/ml. For the
subtypes A, C, D, G, CRF02_AG the PCR is less sensitive.

The hypothesis of no appearance of X4-viruses during early infections could be confirmed with
geno2phenoOjcoreceptor] @S Well as PSSMxars and PSSMgni for the 108 samples of the evaluation
panel. In One of the 108 samples X4-viruses were classified using the 11/25 rule in
combination with the net charge and geno2phenoCncssanger. FOr further analyses
geno2phenojcoreceptorjOriginal were used because it is recommended by the European
guidelines.

In the group of recent infections (n=85) five of the Sanger sequenced samples were classified
with X4-viruses. Only 81 samples were sequenced with Sanger and NGS. In four of them X4-
viruses were identified using Sanger sequences. With NGS and the cut-offs 20% and 10% for
detecting minorities five samples showed this virus variant.
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For the evaluation panel the hypothesis can be confirmed for all 108 samples with
geno2phenojcoreceptoriOriginal. A correction of the serological false recent classified samples of
the incidence project seems to be possible.

In the group of serological recent classified infections 4,9% of 81 patients show X4-viruses by
using Sanger sequencing. With NGS and the cut offs of 20% as well as 10% in 6,2% X4-
viruses were identified. According to this observation four respectively five samples are
classified as false recent by the serological Recency Test and should be corrected using the
prediction of the co-receptor usage.

But there no evidence whether the patients are really in the early phase of infection because
of a lack of clinical data.

There may be other factors which influence the outcome of this study. On the one hand X4
viruses can appear in the early HIV stage less concentrated. Rieder et al published in 1% of
acute HIV-infections X4-viruses are detected.

Methodical limitations cannot be excluded, too. The algorithm geno2phenojcoreceporioriginal is
especially trained with V3-sequences of subtype B and C, co-receptor misinterpretations may
be possible in other subtypes. Additionally it is proven that other structures in gp120 as well as
in gp41 are involved in co-receptor interactions.

From the epidemiological point of view the prediction of the coreceptor usage could be used
to correct serological false-recent classified infections, especially if there is no clinical data
available. On this way it helps to characterized recent infections of HIV new diagnosis.
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11.1Vergleich verschiedener computer-basierter Algorithmen fir die

Vorhersage des

Evaluationspanels

Ko-Rezeptorgebrauchs

anhand

eines

Tabelle 19 Vergleich verschiedener Vorhersagemodelle anhand des Evaluationspanels

Vorhersage-Methode R5 R5X4 X4
11/25 Regel mit Nettoladung (n=108) n 107 0 1
in % 99,1 0,0 0,9
Geno2phenoicoreceptor] n 95 13 0
Original - Klinik in % 88,0 12,0 0,0
(n=108)
geno2phenojcoreceptor] n 106 2
original + Klinik in % 98,1 19 0,0
(n=108)
geno2phenoCnes-sanger n 107 1
(n=108) in % 99,1 0,9
WebPSSMxars n 88 0
(n=94) in % 93,9 6,3 0,0
WebPSSMsni n 89 10 0
(n=99) in % 89,9 10,1 0,0
HIVcoPred n 0 108
(n=108) in % 0,0 0,0 100
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11.2 Subtypanalyse in rezenten und chronischen Infektionen

Tabelle 20 Subtypenverteilung der langer-bestehenden Infektionen

Subtypen Verteilung (n = 155)

pol/env Summenwertung

A/A A 6 3,9%
B/B B 102 65,8%
C/iC C 9 5,8%
D/D D 0,6%
G/IG G 2 1,3%
CRF02_AGI/A (AG) CRF02_AG 20 12,9%
CRFO1_AE/AE CRFO1_AE 2 1,3
CRF20_BG/CRF20_BG CRF20_BG 1 0,6
CRF06_cpx/CRF32_06A1 CRF32_06A1 1 0,6
CRF06_cpx/G (06_cpx) CRF06_cpx 1 0,6
CRF29_BF/B CRF29_BF 1 0,6
B/CRF02_AG URF 1 0,6
C/B URF 1 0,6
C/A URF 2 1,3
CRF01_AE/B URF 1 0,6
G/CRF02_AG URF 2 1,3
CRF02_AG/06_cpx URF 1 0,6
A/CRFO1_AE URF 1 0,6
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11.3Verteilung des Ko-Rezeptorgebrauchs in rezenten und chronischen

Infektionen

Tabelle 21 Verteilung des Ko-Rezeptorgebrauches im Patientenpanel

Rezente Infektion Chronische Infektion
n in % n in %
X4 (< 5%) 5 5,9 12 7.7
R5X4 (5-15%) 9 10,6 25 16,1
R5 (> 15%) 71 83,5 118 76,1
Gesamt 85 155

11.4Korrelationsanalyse hinsichtlich des Ko-Rezeptorgebrauchs, der
Viruslast und des CDC-Stadium bei Patienten mit Angaben zur CD4*-
Zahl

Tabelle 22 Vergleich FPR, Viruslast und CD4*-Zahl anhand rezenter Infektionen

Nr. FPR Viruslast in CD4*-Zellen/ml CDC
Kopien/ml
1 8,5% 6,9E+05 32 C
2 16,0% 3,1E+05 164 unbekannt
3 17,0% 1,0E+07 484 A
4 28,2% 1,1E+03 474 A
5 34,9% 0,0E+00 497 A
6 42,0% 1,9E+05 539 A
7 42,7% 6,8E+03 612 A
8 44,6% 2,6E+06 530 A
9 49,0% 2,9E+04 516 A
10 57,1% 4,9E+05 434 B
11 57,1% 5,3E+05 632 A
12 66,6% 2,6E+05 523 A
13 72,0% 3,1E+05 277 unbekannt
14 74,6% 1,0E+07 120 A
15 77,2% 2,0E+01 414 A
16 82,9% 3,0E+05 301 A
17 83,2% 1,3E+05 477 A
18 86,1% 4,2E+05 28 C
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19 86,5% 1,0E+04 704 A
20 86,8% 3,5E+04 535 A
21 94,1% 1,4E+04 835 unbekannt
22 95,5% 0,0E+00 420 A
23 95,5% 8,4E+04 494 A
24 97,0% 1,0E+07 664 A

Tabelle 23 Korrelation zwischen klinischen Parametern und Ko-Rezeptor-Vorhersage

mittels Spearman-Korrelationskoeffizient in rezenten Infektionen (n =24)

Gegentubergestellte Parameter p-Wert (Signifikanz, wenn p < 0,05)
Ko-Rezeptor-Viruslast 0,5
Ko-Rezeptor — CD4*-Zahl 0,3
Viruslast - CD4*-Zahl 0,4

Tabelle 24 Vergleich FPR, Viruslast und CD4*-Zahl anhand chronischer Infektionen

Nr. FPR Viruslast in CD4*-Zellen/ml CDC
Kopien/ml
1 0,0% 3,4E+04 352 B
2 0,1% 4,8E+04 11 C
3 2,2% 1,5E+05 140 C
4 3,7% 0,0E+00 54 C
5 4,8% 6,0E+04 136 B
6 5,3% 1,5E+05 5 C
7 7,3% 0,0E+00 700 B
8 7,4% 4,3E+04 469 unbekannt
9 7,8% 2,0E+06 51 C
10 8,1% 1,1E+04 378 A
11 8,5% 2,6E+04 262 A
12 13,0% 4,9E+03 76 A
13 13,8% 2,2E+05 556 A
14 16,2% 3,9E+04 550 B
15 16,6% 0,0E+00 53 B
16 17,0% 2,8E+05 28 unbekannt
17 18,2% 4,5E+04 509 A
18 18,3% 7,7E+04 65 C
19 19,2% 2,2E+05 27 B
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20 31,7% 6,1E+02 208 C
21 33,9% 1,4E+04 382 A
22 35,3% 5,4E+03 410 A
23 38,0% 3,8E+04 391 unbekannt
24 42 5% 2,3E+05 202 unbekannt
25 42,6% 1,1E+04 517 A
26 43,2% 8,2E+03 641 A
27 48,7% 5,5E+06 201 B
28 49,7% 3,6E+04 560 unbekannt
29 49,7% 1,3E+05 628 A
30 50,5% 2,7E+03 290 A
31 51,6% 2,0E+05 151 B
32 54,1% 1,6E+05 58 A
33 58,7% 1,4E+05 329 A
34 63,1% 0,0E+00 15 B
35 72,6% 9,9E+02 5 C
36 72,7% 2,7E+04 513 A
37 73,7% 7,5E+05 45 B
38 74,0% 0,0E+00 255 C
39 81,1% 1,9E+03 572 A
40 81,4% 1,2E+05 115 B
41 89,1% 1,7E+05 231 B
42 96,5% 7,3E+05 33 C

mittels Spearman-Korrelationskoeffizient in chronischen Infektionen (n =42)

Tabelle 25 Korrelation zwischen klinischen Parametern und Ko-Rezeptor-Vorhersage

Gegenubergestellte Parameter

p-Wert (Signifikanz, wenn p < 0,05)

Ko-Rezeptor-Viruslast 0,7
Ko-Rezeptor — CD4*-Zahl 0,8
Viruslast - CD4*-Zahl 0,1
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11.5Vergleich X4/R5X4-Vorhersage anhand von Sanger und NGS-

Sequenzen

Tabelle 26 Vorhersage von X4 und R5X4-Viren anhand von Sanger-und NGS-Sequenzen

Sanger- NGS NGS
Sequenzierung (Grenzwert: 20%) (Grenzwert: 10%)
R5X4 X4 X4
X4 X4 X4
X4 X4 X4
X4 X4 X4
X4 X4 X4
R5X4 R5X4 R5X4
RS RS R5X4
R5X4 R5X4 R5X4
R5X4 R5X4 R5X4
R5X4 R5X4 R5X4

R5X4 R5X4 R5X4




