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1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Aminosaure Abkulrzung Aminosaure Abkulrzung
Alanin Ala; A Leucin Leu; L
Arginin Arg; R Lysin Lys; K
Asparagin Asn; N Methionin Met; M
Asparaginsdure Asp; D Phenylalanin Phe; F
Cystein Cys; C Prolin Pro; P
Glutamin Gln; Q Serin Ser; S
Glutaminsdure Glu; E Threonin Thr; T
Glycin Gly; G Tryptophan Tro; W
Histidin His; H Tyrosin Tyr; Y
Isoleucin lle; | Valin Val; V
AIDS: engl. Aquired Immunodeficiency Syndrome

APV: Amprenavir

ART: Antiretrovirale Therapie

AS: Aminosdure

CD: engl. Cluster of differentation

CDC: engl. Center for Disease Control

cDNA: engl. Copy deoxynucleic acid

DNA: engl. Deoxyribonucleic acid

Fl: Fusionsinhibitor

FOV: Fortovase

INT: Integrase

INV: Invirase

HAART: engl. Highly Active Antiretroviral Therapy




1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

HIV-1/2: Humanes Immundefizienz-Virus Typ 2
IDV: Indinavir

LPV/r: Kaletra

Mut. Mutation(en)

NFV: Nelfinavir

NNRTI: Nicht-Nukleosidaler Reverse Transkriptase Inhibitor
NRTI: Nukleosidaler Reverse Transkriptase Inhibitor
PCR: engl. Polymerase chain reaction

PI: Protease Inhibitor

PM: Primdrmutation

PR: Protease

RT: Reverse Transkriptase

RTI: Reverse Transkriptase Inhibitor

RTV: Ritonavir

RKI: Robert-Koch-Institut

RNA: engl. Ribonucleic acid

Seq.: Sequenzierung

SQV: Saquinavir

STI: engl. Structured therapy interruption
TW: Therapiewechsel

UNAIDS: engl. Joint UN program on HIV / AIDS
VL: Viruslast

WHO: engl. World Health Organisation
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2 EINLEITUNG

2 EINLEITUNG

2.1 Historie

Im Jahre 1981 wurde in den USA die Medizin erstmals auf ein Krankheitsbild auf-
merksam, das sich in Form von ungewdhnlichen bzw. seltenen Infektionserkran-
kungen darstellte, z. B. Pneumonien durch den fUr immunkompetente Personen
harmlosen Keim Pneumocystis carinii oder dem Karposi-Sarkom. Sie zeigten sich
zundchst bei mannlichen Homosexuellen, bei i. v.-Drogenabhdngigen sowie bei
H&mophilie-Patienten (Centers for Disease Control, 1981). Allen Patienten
gemeinsam war eine deutliche Reduktion der Anzahl der CD4-positiven T-
Helferzellen, die man fUr die Schwdchung des Immunsystems hauptverantwortlich
machte (Gottlieb et al.,, 1981). Dies fUhrte 1982 zu der Begriffsbildung des
erworbenen Immunschwdche-Syndroms, besser bekannt unter der englischen

AbkUrzung AIDS (acquired immune deficiency syndrome).

Als Verursacher dieses Krankheitskomplexes konnten erstmals 1983 Luc Montanier
und kurze Zeit spdater Robert Gallo Viren isolieren (Barré-Sinoussi et al., 1983; Gallo
et al., 1984), die spdter als Humane Immundefizienz-Viren (HIV) bezeichnet

wurden.

HIV wird unterteilt in HIV-1, das weltweit als hauptsdchlicher Erreger der HIV-Erkran-
kung gefunden wird, und HIV-2, welches im Wesentlichen in Westafrika und Indien
endemisch ist. Bei HIV-1 erfolgt eine weitere Einteilung in die Gruppen M (main), O
(outlier) and N (non-M, non-O). Weltweit werden die meisten Infektionen durch
Viren der Gruppe M hervorgerufen. Innerhalb dieser Gruppe wurden bisher 9
Subtypen klassifiziert, A—- D, F - H, J und K, von denen man annimmt, dass sie alle
ihren Ursprung in Zentral-Afrika haben (Thomson et al.,, 2002). Zu Beginn der
neunziger Jahre wurden erstmals rekombinante Varianten von HIV-1 isoliert, deren
Genom aus Teilen mehrerer zuvor definierter Subtypen zusammengesetzt war

(Negroni and Buc, 2000).

-11 -



2 EINLEITUNG

Die Annahme, dass HIV-1 urspunglich von Schimpansen auf den Menschen Uber-
tfragen wurde, zeigt sich darin begrindet, dass aus der Schimpansenart Pan
troglodytes troglodytes ein Retrovirus isoliert werden konnte, das eine starke gene-
tische Homologie zum menschlichen HIV-1 Virus aufweist. Diese Affenart kommt
insbesondere in Gebieten vor, in denen auch HIV-1 Infektionen weit verbreitet
sind. Die Menschen wurden vermutlich durch das Essen bzw. Verarbeiten von
Schimpansenfleisch mit dem Virus infiziert (Gao et al., 1999). HIV-2 konnte durch
seinen Genotyp als ein ndherer Verwandter des affensperzifischen >>simian
immundeficiency virus<< (SIV) charakterisiert werden. Man nimmt daher an, dass
der Ursprung von HIV in Afrika zu suchen ist, wo es zur Ubertragung dieser

Affenviren auf den Menschen kam (Hirsch et al, 1989; Gao et al., 1994).

2.2 Aufbau des HI-Virus

Abbildung 1 zeigt die morphologische Struktur von HIV, die mittels Elektronen-

mikroskopie aufgeklart werden konnte (Gelderblom et al., 1992).

Abb. 1. Elektronenmikroskopische
Aufnahme von HIV.
(Quelle: Abteilung fur
Mikrobiologie der Universitat

von Otaga, Neuseeland)

Bei dem HI-Virus handelt es sich um ein Retrovirus aus der Gruppe der Lentiviren.

Typisch fUr die Gruppe der Refroviren ist das Vorhandensein des Enzyms Reverse

-12 -



2 EINLEITUNG

Transkriptase (RT), mit dessen Hilfe die virale RNA in provirale DNA transkribiert wird.
Die duBere HUlle von HIV besteht aus einer Doppelschicht von LipidmolekUlen, die
dem Membransystem der menschlichen Wirtszelle dhnelt, und ist u. a. mit den
HistokompatibilitGts-Antigenen MHC-I und MHC-II besetzt. Die aus der HUlle ragen-
den Spikes werden aus den Hullproteinen gp120 und deren Transmembranteil
gp41 gebildet (Abbildung 2) und spielen bei der Adsorption des Virus und der
Penetration in die Zielzelle eine entscheidende Rolle. Direkt an die Hulle schliel3t
sich eine Schicht aus dem Matrixprotein p17 an. Diese Matrix umschlieBt das
Kapsid, den Kernbereich des Virus, welches aus dem Protein p24 besteht. Im
Nukleokapsid des Virus befindet sich das HIV-Genom in Form von zwei RNA-Strén-
gen. Damit assoziiert sind die drei fUr die virale Replikation essentiellen viralen
Enzyme RT, Integrase (INT) und Protease (PR) sowie vier weitere Proteine. Das ca.
zehn Kilobasen umfassende einstrangige HIV-RNA-Genom enthdlt neben den drei
fUr die Replikation essentiellen Genen gag (p7, p%. p17, p24), env (gp 120, gp 41)
und pol (RT, PR, INT), mindestens sechs weitere Gene (tat, rev, vpr, vpu, vif, nef).
Diese besitzen vorwiegend regulatorische Funktionen im Replikationszyklus von
HIV.

i
n U -

env
Surface Glycoprotei

-
env
Transmembrane P s
Glycoprotein M ™ >

gpdl Y

999
Membrane Associated
(Matrix) Protein MAZ

pl7 j

gag
Coapsid CA
(Core Shell)

p24

RNA
(2 molecules)

pol
Protease PR p?
Polymersase RT &
RNAse H RNH péé
Integrase IN p32

Abb. 2: Molekulare Struktur des HI-Virus
Quelle: National Institutes for Biological Standards and Control,

GroBbritannien;
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2 EINLEITUNG

http://www7.nationalacademies.org/german-beyonddiscovery/

Proteasen_5.html)

2.3 Replikationszyklus

Die Zielzellen von HIV sind Zellpopulationen, die an ihrer Oberfldche den CD4-Re-
zeptor exprimieren. Diese CD4*-Zellen sind SchlUsselzellen des menschlichen Orga-
nismus, insbesondere in den wichtfigen Funktionsbereichen Immunsystem und
Zentrales Nervensystem. Durch Befall der CD4*-Lymphozyten zerstort HIV das kor-
pereigene Abwehrsystem; durch Befall von Nervenzellen treten neurologische
Stérungen unterschiedlicher Grade auf. Eine hohe CDA4-Affinitat besitzt das HUIll-
protein gp120. Nach der Adsorption kommt es durch das Verschmelzen der HIV-
Membran mit der Wirtsmembran zum Eindringen von HIV in die Zielzelle (Abbildung
3). Neben dem CD4-Rezeptor sind hierfr noch weitere Chemokin-Rezeptoren, wie
z. B. CCR-5 und/oder CXCR-4, von Bedeutung. Mit dem Verlust der viralen Hulle
(uncoating) werden die virale RNA, gag-Gen-Proteine sowie die pol-Gen-Enzyme
in das Zytoplasma der Wirtszelle freigesetzt. Mit Hilfe der RT wird nun die
einzelstrdngige virale RNA in provirale DNA transkribiert. AnschlieBend wird in
mehreren Einzelschritten eine doppelstrdngige DNA-Kopie hergestellt, die mit Hilfe
der INT als kovalent gebundene provirale DNA in das Wirtsgenom integriert wird.

Dies hat die permanente Infektion dieser Zelle mit dem HI-Virus zur Folge.

HIV macht sich zur Neuproduktion viraler Partikel die Replikationsprozesse der
Wirtszelle zu Nutze, wobei hierbei vorerst noch nicht infektidse VorlGuferproteine
entstehen. Diese Vorlduferproteine werden, mit Ausnahme der env, die durch
zelluldre Protease gespalten wird, wdhrend der Virusreifung mit Hilfe der PR in
funktionsf@hige Strukturproteine gespalten. AnschlieBend erfolgt der Zusam-
menbau der einzelnen Viruskomponenten und das Freisetzen neuer infektidser
Viruspartikel aus der Wirtszelle mittels Ausknospung (Ruf et al., 1996; Flemming et
al., 1999).

Grundvoraussetzung fur die Entstehung von Mutationen bei HIV ist die enorm hohe

-14-



2 EINLEITUNG

Fehlerrate beim Replizieren; da die RTs der Refroviren keinen Proofreading-
Mechanismus besitzen, kommt es nicht zur Uberprifung und Korrektor von Fehlern
durch die Polymerase, etwa jede 10.000 Base wird falsch eingebaut, bei einer

Virusreplikation, die in symptomatischen Patienten bei etwa 108 am Tag liegt.

Inhibition der
Reversen Transkriptase

I Inhibition der Protease

Reverse
Transkription

Zielzelle (mit CD4*"Rezeptor)

Abb. 3:  Replikationszyklus von HIV

2.4  Epidemiologie

Nach Schatzung der AIDS-Organisation der Vereinten Nationen leben derzeit 39,5
Milionen Menschen weltweit mit HIV. Allein in 2006 kam es zu 4,3 Millionen
Neuinfektionen. Rund 2,9 Milionen Menschen starben weltweit allein im Jahre 2006
an den Folgen von AIDS. Bisher erlagen insgesamt weit Uber 30 Millionen

Menschen der Immunschwdche (Stand Ende 2006).

Abb. 4 zeigt sehr deutlich, dass es sich bei HIV um eine Epidemie handelt, von der
die gesamte Weltbevdlkerung betroffen ist. 95 Prozent der HIV-Infizierten leben
allerdings in Entwicklungsl@ndern, mehr als zwei Drittel davon in Afrika mit Schwer-

punkt sudlich der Sahara.

-15-




2 EINLEITUNG

Osteuropa-und
Westeuropa Zentralasien

Nordamerika 7401000 1. 7-Mio.

]_’4 Mio/ e Ostasien und-Pazifik
Karibik und Mittler’er Osten Sgg-SUdoZta?sgnOOO ‘
250 000 460 000 :
7,8 Mio.
. . Afrika sudlich der
Lateinagmer 5 Sahara Australienund
€, 7 Mio. 247 Mio. Neuseeland
31000

Abb. 4. Verteilung der HIV-Infektion weltweit Ende 2006 nach Sch&tzung der
WHO

(Quelle: http://www.unaids.org)

Tabelle 1 zeigt die HIV-Situation in Deutschland im Jahr 2006.

Situation in Deutschland — Ende 2006

Kinder und Erwachsene

Menschen, die Ende 2006 mit HIV/AIDS lebten 56.000

HIV-Neuinfektionen im Jahr 2006 2.700

Neue AIDS-Erkrankungen im Jahr 2006 1.200

Gesamtzahl der HIV-Infizierten seit Beginn der Epidemie 82.000

Gesamtzahl der AIDS-Erkrankungen seit Beginn der Epidemie 32.500
Todesfdlle aufgrund von HIV/AIDS im Jahr 2006 600

Gesamtzahl des Todesfdlle aufgrund von HIV/AIDS seit 26,000
Beginn der Epidemie '

Tab. 1: Infektionssituation in Deutschland Ende 2006

(Quelle: Robert-Koch-Institut; www.rki.de)
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2 EINLEITUNG

2.5 Klinischer Verlauf der HIV-Infektion

Bei der HIV-Infektion handelt es sich um eine chronische Erkrankung, die in ver-

schiedene Phasen eingeteilt werden kann (Abbildung 5).

1000 Serokonversion Konzentration
107 (Auftreten von viraler RNA im
Antikorpern) Plasma (HIV-
eloP i Viruslagt)
HIV RNA-
Kopien / ml CD49%-T-Lymphozytenzahl
500
104

0

101T < > < > < >
4-8 Wochen 10-12 Jahre 2-3 Jahre

Infektion Zeitachse

Abb. 5:  Klinischer Verlauf der HIV-Infektion
(Quelle: Preiser, Rabenau, Doerr: Viren-, Viruserkrankungen, Zett-Verlag,
2002)

Wdahrend der ersten Phase (Akutes HIV-Syndrom) kommt es initial zu einem
enormen Anstieg der Viruslast (Genomkopien pro ml Blut, VL). Bei den Infizierten ist
diese Phase hdufig durch ein grippedhnliches Krankheitsgefuhl gekennzeichnet,
verbunden mit Fieber, Kopfschmerzen, Pharyngitis, Laryngitis, polymorphes
Exanthem, Diarrhoe sowie einer generalisierten Lymphadenopathie. Das Auftreten
der klinischen Symptomatik markiert den Zeitpunkt der initialen HI-Virdmie und der
Verteilung von HIV in andere Organe, insbesondere in das lymphatische System.

Ab diesem Zeitpunkt ist ein direkter Erregernachweis mittels PCR maglich (ca. 14
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2 EINLEITUNG

Tage nach Infektion).

Da bei der HIV-Infektion die Keimzahl fUr die Infektiositat eine groBe Rolle spielt, ist
gerade in dieser Zeit die Ansteckungsgefahr fir andere besonders hoch. 3-6 Wo-
chen nach der Primdrinfektion kommt es zu einem starken Abfall der CD4*-Zellen.
Zwar steigt die Anzahl der CD4+*-Zellen nach einigen Wochen bis Monaten wieder
an, sie erreicht aber in der Regel nicht mehr die Ausgangswerte von vor der Infek-
tion, die bei einem immunkompetenten Erwachsenen bei etwa 900 (+/- 300)
CD4*-Zellen pro ul Blut liegen. Die Antikdrperbildung lasst sich nach ca. 22 Tagen
nachweisen, mit den modernen Tests der vierten Generation (gekoppelter
Antikdrper- und Antigen-Nachweis) gelingt ein positiver Nachweis schon nach ca.

18 Tagen.

Wdahrend der Phase der klinischen Latenz ist der Infizierte weitgehend asymptoma-
tisch. Diese Phase dauert ohne antiretrovirale Behandlung durchschnittlich etwa
zehn Jahre. Die VL bewegt sich meist auf einem niedrigen, fUr jeden Patienten
individuellen Niveau, verglichen mit der Initialphase. Diese Werte durfen jedoch
nicht dartber hinweg tduschen, dass die Viren in den Lymphknoten persistieren.
Das Lymphgewebe stellt ein Erregerreservoir dar, in dem auch in der Periode der
klinischen Latenz fortwé&hrend eine starke Virusvermehrung stattfindet (Pantaleo et
al., 1993). Im Laufe der Jahre kommt es dann zu einem kontinuierlichen Abfall der
CD4+*-Zellzahl als Zeichen des sich entwickelnden Immundefektes (Bagnarelli et al.,
1992).

CD8*-T-Lymphozyten nehmen in der Latenzphase der HIV-Infektion eine SchlUssel-
rolle in der Immunreaktion ein, indem sie fUr die Elimination der infizierten Zellen
und somit fUr die Kontrolle der VL verantwortlich sind. Viren-Neuproduktfion und

Elimination halten sich wahrend dieser Phase die Waage (Liu et al, 1998).

Die dritte Phase der HIV-Infektion beschreibt die Phase der AIDS-assoziierten
Symptome (ARC, Abkirzung fur engl. AlIDS-related complex). ARC ist definiert als

das Vorliegen von Symptomen, ohne dass eine AIDS-definierende Erkrankung vor-
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2 EINLEITUNG

liegt, wie beispielsweise Lues maligna, Mundsoor, Osophagitissoor, Herpes zoster,
Leukoplakien am Zungenrand, Dellwarzen (Mollusken). In dieser Phase kann das
Immunsystem das Gleichgewicht zwischen Neuproduktion der CD4*-Helferzellen
sowie deren Verlust nicht mehr halten. Die andauernde Vermehrung der Viren
kann nicht mehr kontrolliert werden; es kommt zu einem deutlichen Ansteigen der
VL und zu einem verstarkten Abfall der CD4*-Helferzellen. Dies stellt meist den
Ubergang von der symptomfreien Phase zum symptomatischen Erkrankungs-

stadium dar.

Die letzte Phase — AIDS - ist gekennzeichnet durch opportunistische Erkrankungen.
Zu diesen gehodren u. a. Pneumocystis carinii-Pneumonien (PCP), Karposi-Sarkome,
bakterielle Pneumonien u. v. m. Werte unter 200 CD4*-Zellen pro ul im peripheren
Blut in Verbindung mit opportunistischen Infektionen, neoplastischen Erkran-
kungen, HIV-Enzephalopathie, Gewichtsverlust (Wasting-Syndrom) und/oder
progressiver multifokaler Leukenzephalopathie als Komplikationen des klinischen
Verlaufs, definieren das Vollbild AIDS. Das Stadium von AIDS fUhrt unbehandelt in

kUrzester Zeit zum Tod.

Die nachfolgende CDC-Klassifikation des Centers of Disease Conftrol teilt den Ver-
lauf der HIV-Erkrankung in drei klinische Kategorien ein, die direkt mit der Anzahl

der CD4*-Zellen verknUpft werden (Tabelle 2).
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2 EINLEITUNG

Klinische Kategorie
B
Laborkategorie
A (symptomatische C
CD4-Zellen pro ul
. (asymptomatisch) HIV-Infektion, kein (AIDS)
U
AIDS)
> 500 Al B1 C1
200 - 499 A2 B2 C2
<200 A3 B3 C3

Tab.2:  Stadieneinteilung der HIV-Infektion nach CDC-Klassifikation (Center for
Disease Control, 1993)

Diese Klassifikation dient der groben Orientierung Uber das erreichte Krankheits-
stadium einer HIV-Infektion und findet bis heute Verwendung. Allerdings gab es
1993, als diese Klassifikation verabschiedet wurde, noch nicht die heute ange-
wandten Behandlungsmoglichkeiten, so dass die CDC-Klassifikation keinerlei Ver-
besserung des Krankheitszustandes berUcksichtigt, sondern von einer kontinuier-

lichen Verschlechterung ausgeht.

2.6 Ubertragung von HIV

Als HauptUbertragungswege sind bekannt:

e ungeschutzter Geschlechtsverkehr (Analverkehr, Vaginalverkehr, orogenitale
Kontakte)

e Einbringung von erregerhaltigem Blut oder Blutprodukten in die Blutbahn
(Gebrauch von Spritzbestecken durch mehrere Personen bei i. v.-Drogenab-
hangigen, Transfusion von kontaminierten Blutkonserven oder Gerinnungspra-
paraten, Nadelstichverletzungen)

e prd-, peri- oder postnatal (durch Stillen) von der infizierten Mutter auf inr Kind

Blut, SamenflUssigkeit und Vaginalsekret weisen bei HIV-Infizierten in der Regel die
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hochsten Viruskonzentrationen auf. Jeder Infizierte ist lebenslang infiziert und bleibt
auch lebenslang potenziell ansteckungsfahig. Jedoch ist die Infektiositat ab-

hangig von der jeweiligen Virusbeladung.

2.7 Therapie der HIV-Infektion

Die Therapieempfehlungen fUr den Einsatz antiretroviraler Medikamente sind
einem kontinuierlichen Wandel unterzogen. Vor einigen Jahren galt noch die
Richtlinie: ,Hit hard and early!” mit dem Ziel, frUhestmdglich die Virusbeladung zu
senken (Ho, 1995). Die vergangenen Jahre haben jedoch gezeigt, dass ein frGher
Therapiebeginn mit einer Reihe von Nebenwirkungen und ToxizitGten verknUpft ist.
Aufgrund dieser Toxizitdten sowie der Resistenzbildungen kann derzeit die Wirk-
samkeit einer Therapie noch nicht zeitlich unbegrenzt aufrechterhalten werden

(www.hiv.net; Blankson, 2005).

Auf dem Welt-AlIDS-Kongress 2002 in Barcelona wurde eine neue Therapieemp-
fehlung herausgegeben, nach der der Beginn einer antiretroviralen Therapie (ART)
so lange wie moglich hinausgezdgert werden sollte. Untersuchungen haben ge-
zeigt, dass ein Therapiebeginn auch in einem bereits weit fortgeschrittenen Sta-
dium der HIV-Infektion nach wie vor zu einer deutlichen klinischen Besserung mit
Wiederherstellung des Immunsystems fUhren kann. Derzeit empfohlen ist ein Thero-
piebeginn bei asymptomatischen Patienten bei Absinken der CD4*-Zellzahl auf
unter 350 pro ul Blut, wobei die Grenze von 200 nicht unterschritten werden sollte.
Bei symptomatischen Patienten sollte unabhdngig von der CD4*-Zellzahl eine

sofortige antiretrovirale Therapie begonnen werden (Hammer et al., 2006).

Das heute gdngige Therapieschema ist die sog. HAART-Therapie (engl. Highly
Active Antiretroviral Therapy). Hierunter versteht man die Behandlung mit einer
mindestens Dreifach-Medikamenten-Kombination. Ublicherweise werden zwei
Nukleosidale Reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTI) mit entweder einem Protease
Inhibitor (PI), einem Nicht-Nukleosidalen Reverse Transkriptase Inhibitor (NNRTI)

oder einem weiteren NRTI kombiniert. Ziel hierbei ist es, die Virusbeladung
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unter die Nachweisgrenze zu bringen. Diese liegt je hach Labor und Test bei 20-50

Kopien pro ml Blut.

Jede Therapie sollte durch ein Monitoring Uberwacht werden. Als Parameter die-
nen hierzu die VL sowie die CD4*-Lymphozytenanzahl. Ein Therapieversagen zeigt
sich in einem Anstieg der VL um eine oder mehrere log10-Stufen bzw. in einem
signifikanten Abfall der CD4+Zellzahl. Allerdings stellt eine Ver&nderung dieser
Parameter nicht unbedingt ein Medikamentenversagen dar (Young et al, 1998).
Die Ursachen fUr ein Therapieversagen sind vielfdltig. Hierzu gehdéren unregel-
maBige Medikamenten-Einnahme durch mangelnde Compliance des Patienten,
unzureichende Wirkstoffspiegel durch individuelle Variabilitét in der Resorption und
Metabolisierung sowie Wechselwirkungen der Medikamente untereinander. Die
dadurch stattfindende Virusreplikation unter medikamentdser Therapie fuhrt
unweigerlich zur Resistenzentwicklung. Eine Verbesserung dieser Situation kann
durch eine Therapie mit geboosterten Pls erreicht werden, wie Studien (Gathe et

al., 2004) sowie der klinische Alltag zeigen.

2.7.1 Antiretrovirale Medikamente

Als antiretrovirale Medikamente zur Behandlung von HIV stehen derzeit vier Wirk-
stoffklassen zur VerfGUgung. Die in den achtziger Jahren als erste eingefUhrte Klasse
ist die Gruppe der Reversen Transkriptase Inhibitoren (RTls). Diese wird wiederum
unterteilt in Nukleosidale Reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTIs) und Nicht-
Nukleosidale Reverse Transkriptase Inhibitoren (NNRTIs). Die Protease Inhibitoren
(Pls) stellen eine weitere Wirkstoffklasse dar. Mit den Fusionshemmern (Fls) ist seit

Marz 2003 eine weitere Medikamentengeneration auf dem Markt.

2711 Nukleosidale Reverse Transkriptase Inhibitoren (NRTIs)

NRTIs sind chemisch leicht verdnderte Nukleosid-Bausteine. Diese werden anstelle

der natUrlichen Nukleotide als ,,falsche" Bausteine in die DNA-Kette eingebaut.
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Durch das Fehlen der 3'OH-Gruppe kann an dieser Position der DNA-Strang nicht
mehr verldngert werden; es kommt zum Kettenabbruch und somit zur Blockierung
der RT.

Ein Beispiel aus dieser Medikamentenklasse ist das Abacavir:

Wirkstoff: Abacavir </N rjl\l\

Handelsname: Ziagen HOCH: | N7 SN NH,
ErsteinfGhrung: 17.12.1998 —
Hersteller: Glaxo Wellcome Abacavir (ABC)
Tab. 3: Strukturformel von Abacavir

NRTI-Triphosphate sind nicht nur in der Lage, ihr eigentliches ZielmolekUl zu
hemmen, sondern interagieren unter Umstdnden auch mit der humanen y-Poly-
merase, die fir die Bildung der mitochondrialen DNA (mtDNA) essentiell ist. Die
Inhibition der y-Polymerase fUhrt zu einer Hemmung der Atmungskette mit nach-
folgender Stérung verschiedener Stoffwechselfunktionen. Als Nebenwirkungen von
NRTIs sind zu nennen: Gastrointestinale Beschwerden, anaphylaktischer Schock,
Neuropathien, Myopathien, Lipoatrophie, Pankreatitis, Schlafstérungen, MUdigkeit,

Kopfschmerzen sowie die Mitochondriale Toxizitat.

2.7.1.2 Nicht-Nukleosidale Reverse Transkriptase Inhibitoren (NNRTIS)

NNRTIs hemmen ebenso wie die NRTIs die RT, unterscheiden sich aber grund-
legend in ihrer Struktur. Sie passen genau in die Nukleosid-binding-pocket, der
Bindungstasche neben dem aktiven Zentrum der RT, und fUhren zu einer

allosterischen Ver@nderung am Enzym und somit zu dessen Hemmung.
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Viramune ist ein Vertreter dieser Klasse:

Wirkstoff: Nevirapin
Handelsname: Viramune
ErsteinfGhrung: 21.06.1996
Hersteller: Boehringer Ingelheim Nevirapine (NVP)

Tab. 4: Strukturformel von Viramune

Zu den Nebenwirkungen der NNRTIs gehdren: Gastrointestinale Beschwerden,
Exantheme, Fieber, Transaminasen-Anstieg, Benommenheit, Schlafstérungen, Alp-

frume.

2.7.1.3 Protease Inhibitoren (PIs)

Pls sind Substanzen, die das aktive Zentrum der PR blockieren und somit das Enzym

hemmen. In dieser Gruppe sind folgende Medikamente zugelassen (Stand 2004):

NH,
Amprenavir 0
- e
erkSTOff Agenerose o HN (0]
Handelsname: 15.04.1999 07N
. .. OH
ErsteinfGhrung: Glaxo Wellcome
Hersteller: (mittlerweile Glaxo _
Amprenavir (APV)
SmithKline)
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Wirkstoff:

Handelsname:

ErsteinfGhrung:

Indinavir
Crixivan
13.03.1996

Indinavir (IDV)

Hersteller: MSD Sharp & Dohme
Wirkstoff: Ritonavir (SJAOJLE . a ﬂLNﬁN\
Handelsname: Norvir N ‘ °© | s: :
ErsteinfGhrung: 01.03.1996 Y

Ritonavir (RTV)
Hersteller: Abboft
Wirkstoff: Nelfinavir o °
Handelsname: Viracept Ho\é/u\mjﬁﬂnj

OH

ErsteinfOhrung: 14.03.1997 o NJV

Hersteller:

Hoffmann-La Roche

Nelfinavir (NFV) H

Wirkstoff:

Handelsname:

Saquinavir

Invirase; Fortovase

A
L0
= N
N N N
H
0 OH JV
—0
HoN oo N

ErsteinfGhrung: 06.12.1995;
07] 1 -| 997 Saquinavir (SQV)
Hersteller: Hoffmann-La Roche
Lopinavir + Ritonavir
Wirkstoff:

Handelsname:

ErsteinfGhrung:

Hersteller:

Kaletra
15.09.2000
Abbott

N O
HNLI\X(H Nk/o;é
e
g

Lopinavir (LPV)
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Wirkstoff: Atazanavir
Handelsname: Reyataz
ErsteinfGhrung: Juni 2003

Hersteller: Bristol-Myers Squibb

Atazanavir (ATV)

Tab.5:  Strukturformeln der klinisch zugelassenen Pls (Stand 2004)

In der Zwischenzeit sind noch weitere Pls zugelassen worden, die jedoch nicht

Thema dieser Arbeit sind. Hierbei handelt es sich um folgende Medikamente:

Fosamprenavir (Lexiva® von Glaxo SmithKline): ersetzt als Calcium-Phosphatester

Amprenavir.

Tipranavir (Aptivus® von Boehringer Ingelheim): Ende 2005 zur Kombinations-

therapie zugelassen.

Darunavir (Prezista® von Janssen-Cileg): Die Zulassung erfolgte 2006.

Ritonavir: Aufgrund gastrointestinaler Nebenwirkungen in der therapeutischen
Dosis wird Ritonavir mittlerweile nur noch als Booster in entsprechend niedrigeren

Dosierungen eingesetzt.

Folgende Nebenwirkungung werden derzeit den Pls zugeteilt:

¢ metabolische Stérungen, wie Hyperglykdmie, Fettstoffwechselstérungen

e Lipodystrophie: Diese Fettumverteilungsstérung nimmt mit steigender Therapie-
daver zu und stellt fOr den betroffenen Patienten vor allem auch ein kosme-
tisches Problem dar.

e gastrointestinale Unvertréglichkeit mit Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall
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e Nierensteinbildung e Transaminasen- und Bilirubinanstieg
e Kopfschmerzen e Exantheme

e orale Par@sthesien o Geschmacksverdnderungen
2.7.1.4 Fusionsinhibitoren (FI)

Medikamente dieser neuen Substanzgruppe verhindern das Eindringen bzw. Ver-
schmelzen von HIV mit der Wirtszelle durch Blockierung einer Konformationsénde-
rung des Virus-HUllproteins gp41. Als erster Wirkstoff in dieser Substanzklasse wurde

Enfuvirtide (Fuzeon) von dem Hersteller Trimeris/Roche am 13.03.2003 zugelassen.

2.8 Aufbau und Funktion der Protease

Abb. 6: Struktur der HIV-1 PR
(Quelle: Flexner C: HIV-Protease Inhibitors; New Engl. J Med. 1998)
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Bei der PR handelt es sich um ein Homodimer aus zwei identischen Untereinheiten,
die aus jeweils 99 Aminoséuren (AS) bestehen. Das aktive Zentrum befindet sich im
Bereich der Symmetrieachse und stellt die Substratbindungsstelle dar. Als nator-
liche Substrate dienen die VorlGuferproteine, bis auf gp160, welches von zelluldren
Proteasen gespalten wird. Nach Bindung im aktfiven Zentrum erfolgt jeweils eine
enzymatische Spaltung zwischen Phenylalanin und Prolin. Dies fuhrt zur Bildung von

funktionsf@higen Struktur-Proteinen (Flexner 1998).

Pls machen sich diesen Mechanismus zu Nutze, indem sie die natUrliche Spaltstelle
(Phenylalanin — Prolin) imitieren. Sie werden so als Substrat erkannt und kénnen im
aktiven Zentrum binden. Allerdings sind die Seitenketten der Medikamente so mo-
difiziert, daB sie nach der Spaltung nicht wieder freigesetzt werden kénnen und

fOhren somit zu einer irreversiblen Blockierung des Enzyms.

2.9 Entstehung von Mutationen und Resistenzentwicklung

Die Auswirkungen von Mutationen sind vielféltig. So gibt es stumme Mutationen an
sog. ,Wobble"“-Positionen, welche nicht zu einem AS-Austausch fUhren. Andere
Mutationen sind neutral, d. h. der AS-Austausch hat keine Auswirkungen auf die
Funktionsfahigkeit des Enzyms. Mutationen, die zur Entstehung von vermehrungs-
unfdhigen Viren fUhren, sind fOr den Patienten als vorteilhaft zu werten.
Desweiteren gibt es Resistenzmutationen, die eine verminderte Empfindlichkeit
gegenUber den antiretroviralen Substanzen zeigen, aber gleichzeitig zu einer
Verminderung der viralen Fitness fUhren (Devereux et al., 2001). Die virale Fitness
beschreibt die Fahigkeit der Viren in einer gegebenen Umgebung zu replizieren
(Nijhuis et al., 2001). Kompensatorischen Mutationen sind zusatzliche Mutationen,
die durch Konformations&nderung des Enzyms zu einer Verbesserung oder
Wiederherstellung der viralen Fitness fUhren und somit das Replikationspotential
verstérken kdnnen (Martinez-Picado et al., 1999; Piana et al., 2002; Nijhuis et al.,

1999; Miller 2001).
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Resistenzmutationen haben beim nicht therapierten Patienten fOr die Virus-
population keinen Selektionsvorteil, da sie sich meist ungunstig auf die ,virale
Fitness" auswirken. Daher besteht die Viruspopulation beim nicht therapierten

Patienten fast ausschlieBlich aus dem medikamenten-sensitiven Wildtyp.

Jeder Einsatz von antiretroviralen Medikamenten setzt HIV unter einen vermehrten
Selektionsdruck. Kann die Therapie die Virusreplikation nicht vollstdndig unter-
dricken, kommt es zur Selektion von Mutanten, die eine Medikamenten-Resistenz
aufweisen. Resistenz gegen antiretrovirale Medikamente wird durch Mutationen in
den codierenden Sequenzen fUr die entsprechenden HIV-Enzyme verursacht. Man
unterscheidet Primdr-, Sekunddr- und kompensatorische Mutationen. Bei der PR
befinden sich die Prim&rmutationen fast ausschlieBlich im Bereich des aktiven
Zentrums (Muzammil et al., 2003). Mutationen auf diesen Positionen fUhren zur so-
fortigen, vollsténdigen Resistenz gegen das jeweilige Medikament oder kbnnen im
Rahmen einer Kreuzresistenz auch Resistenzen gegen andere Medikamente be-
wirken. Im Unterschied zu den Prim&rmutationen verursachen Sekunddrmutatio-
nen bei alleinigem Auftreten noch keine Resistenz. Sie kbnnen aber die durch Pri-
mdarmutationen bedingte Resistenz verstarken oder bei Vorhandensein mehrerer
Sekunddrmutationen zu einer Resistenz bzw. Kreuzresistenz fUhren. Sekunddr- und
kompensatorische Mutationen finden sich bei der PR im duBeren Bereich des

Enzyms.

2.9.1 Resistenzen der Protease

Tabelle 6 zeigt die fUr die jewelligen Medikamente derzeit bekannten Mutationen,
die mit Resistenzen belegt sind. Die farblich unterlegten Zahlenreihen entsprechen
der jeweiligen Position der AS in der PR. Die darUber befindliche Zeile zeigt die
jeweilige AS, die an dieser Position beim Wildtyp zu finden ist, dargestellt im One-
Letter-Code. In den Zeilen darunter sind die fUr eine Resistenzentwicklung
relevanten AS aufgefuhrt. Die ,fettgedruckten® AS-Positionen stellen Primér-

mutationen dar. Alle anderen entsprechen Sekund&rmutationen.
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L K L \% M M | A G V VvV |
Indinavir 10 20 24 32 36 46 54 71 73 77 82 84 90
I M I I I \% v § | AV M
R R L T A F
\4 T
L K vV L M | A vV VvV | L
Ritonavir 10 20 32 33 46 54 71 77 82 84 90
F M | F I \ Vv I AV M
I R L L T F
R T
\ S
L G | A G V VvV |
Saquinavir 10 48 54 71 73 77 82 84 90
| Vv \ v § | AV M
R L T
\4
L D M M A vV V. | N L
Nelfinavir 10 30 36 46 71 77 82 84 88 90
F N I I Vv I AV D M
| L T F S
T
S
L \% M | | G |
Amprenavir 10 32 46 47 50 54 73 84 90
F I IV Vv L S Vv M
| L \%
R M
Vv
L K L VvV L M I F I L A G Voo L
Lopinavir/ 10 20 24 32 33 46 47 50 53 54 63 71 73 82 84 90
Ritonavir F M I F IV v L V P V S AV M
I R L L T F
R T
\% S
Tab. 6: Darstellung der Primér- und Sekund&rmutationen fur die Pls

Diese Dissertation beschdaftigt sich mit der Prdvalenz und der Auswertfung von
Punktmutationen, die bei der viruseigenen PR von HIV-1 zu finden sind. Ziel war
darUber hinaus, Zusammenhdnge zwischen spezifischen Mutationen und Resis-
tenzentwicklungen darzustellen sowie Korrelationen zu klinischen Parametern zu

diskutieren.
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3.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv umfasst 688 Proben von HIV-Patienten, die im Zeitraum vom
15.02.1996 bis zum 29.10.2001 im Institut fOr Medizinische Virologie der Universitat
Frankfurt aufgrund von Therapieversagen bzw. in der Therapiepause vor Wieder-

beginn einer ART genotypisiert wurden.

Die 688 Patientenproben verteilen sich wie folgt auf die einzelnen Jahre:

1996: 8 Patientenproben
1997: 8 Patientenproben
1998: 5 Patientenproben
1999: 35 Patientenproben
2000: 227 Patientenproben
2001: 405 Patientenproben

Tab.7: Zeitliche Verteilung der Patientenproben

3.2  Genotypisierung

Die Genotypisierungen wurden im Virologischen Labor der Uniklinik Frankfurt mit
dem ViroSeg™ HIV-1 Genotyping System Version 2 (Abbott, Wiesbaden) nach Her-
stelleranleitung, modifiziert nach Sturmer et al., J. Med. Virol. 2003, wie folgt durch-

gefihrt:

e 1 ml EDTA-Blutplasma wird 60 min bei 25000 x g zentrifugiert, um Viruspartikel zu

konzentrieren

e 860 pl Uberstand werden verworfen
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Aus den verbleibenden 140 ul wird nun die RNA extrahiert. Die Extraktion erfolgt
mittels QIAamp Viral RNA Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstelleranweisung mit
kleiner Modifikation.

e Hinzugabe von 560 ul AVL-Puffer

e Mischen

e 10 Minuten bei Raumtemperatur stehen lassen

e 560 pl Ethanol absolut hinzugeben

e Vortexen

Erste Halfte der Losung auf die Sdule geben. AnschlieBend 1 Minute bei 6000

U/min. zentrifugieren; Eluat verwerfen

Iweite Halfte der Losung auf die SGule geben. AnschlieBend 1 Minute bei 6000

U/min. zentrifugieren; Eluat verwerfen

500 pl Waschpuffer (AW1) auf jede SGule geben zur Reinigung der RNA

1 Minute zentrifugieren; Eluat verwerfen

500 ul Waschpuffer (AW2) hinzugeben

2 Minuten zentrifugieren bei hdchster Geschwindigkeit, um restliches Ethanol

aus den Sdaulen herauszuwaschen; Eluat verwerfen

nochmals 1 Minute zentrifugieren; Eluat verwerfen

50 pl Elutionspuffer hinzugeben

e 3 -4 min. bei 6000 U/min. zentrifugieren

Die folgenden Reaktionsschritte werden mit dem ViroSeqg-System durchgefUhrt

Reverse Transkription: Die gereinigte RNA wird mit Hilfe einer Moloney Murine
Leukemia Virus-RT und einem spezifischen HIV-Primer in DNA franskribiert. Hierzu
werden 10 ul RT-Mastermix zu 10 yl RNA hinzugegeben. Als Produkt erhdlt man
HIV-cDNA.
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cDNA-Produkt:

Zugabe von 30 yl PCR-Mastermix

40 Zyklen PCR mit AmpliTagGold

PCR ergibt 1,8 kb DNA-Produkt

PCR Ampilifikation wird durchgefUhrt mit Uracil-N-Glykosylase-Kontaminations-

Kontrollsystem, um das Risiko einer Kontamination zu verringern.

Aufreinigung der amplifizierten DNA durch Filterung mittels Spin-Columns: Hier-
bei erfolgt die Abtrennung von nicht eingebauten Primern und Nukleotiden

durch Filtration.

AnschlieBend erfolgt die Auftrennung der DNA durch eine Agarosegel-
Elektrophorese. Die Gelelektrophorese dient der Quantifizierung der Amplifikati-
onsprodukte. Hierzu werden die gereinigten DNA-Fragmente auf ein Agarose-
gel aufgetragen, welches das DNA-interkalierende und fluoreszierende Agens
Ethidiumbromid enthdlt. Durch Interaktion von Ethidiumbromid mit der DNA
kann unter UV-Licht aufgrund der Lichtemission auf die Menge der vorliegen-
den DNA-Fragmente geschlossen werden. Dies dient der Uberprifung, ob das

PCR-Produkt zum Sequenzieren in ausreichender Menge vorliegt.

Die DNA wird nun in sechs Proben aufgeteilt und jeweils ein spezifischer
Primer/Sequenziermix hinzugegeben (A, B, C, F, G, H). Bei den Primern A - C
handelt es sich um Forward-Primer; sie lesen den Sense-Strang in 5" - 3'-
Richtung ab. F — H sind Reverse-Primer; sie lesen den Anti-sense-Strang in 5’ — 3'-
Richtung ab. Jeder Primer hybridisiert an einem anderen Genabschnitt (Abb.
7). Primer D dient als Reserveprimer fOr Primer A. Im Mix sind effloreszierende
Terminatoren enthalten, die nach ihrem Einbau in die wachsende DNA-Kette
zum Kettenabbruch fUhren (hier bitte Zitat von Sanger einfUhren). Das Produkt

sind farbomarkierte DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange.
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Forward primer A
—>

D B C
—> — — —>
5 3
Protease Reverse Transkriptase Integrase
3‘ 5‘
< _ PR <+ <4—
F G H .
Reverse primer
| I I I |
0 500 1000 1500 2000
Bases
Abb. 7: Lage der PCR- und Sequenzierungsprimer im ViroSeq

DyeEx 96 Kit (Qiagen): Abtrennung der nicht eingebauten Terminatoren und

Primer mittels Gelfiltration

ABI 377-96 Sequenzer: Gereinigte farbmarkierte DNA-Fragmente werden mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe eines Lasers entsprechend detek-

fiert.

Sequenzierungsdaten: Mit Hilfe des Sequenzanalyse-Systems wird die Basen-
abfolge der DNA-Produkte der sechs Primer dargestellt. Aus den sechs Teilse-
quenzen erstellt nun die HIV Genotyping System Software (Applied Biosystems)
eine Konsensus-Sequenz. Sie umfaBt die Protease-AS 1-99 und die RT-AS 1-324.
AnschlieBend erfolgt die Ubersetzung der Basenabfolge in eine AS-Sequenz, die

mit den Wildtyp-Daten verglichen wird.

Das Ergebnis ist ein HIV-Genotypisierungsbericht.
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3.3 Datenbank

Als Analysegrundlage wurde zu Beginn aus den vorhandenen Daten der Geno-

typisierungen eine Excel-Datenbank erstellt.

Bei den fUr die Pls relevanten AS-Positionen handelt es sich zum einen um die nach
dem derzeitigen Stand der Wissenschaft mit Primd&rresistenz verbundenen Positio-
nen 30, 46, 48, 50, 82, 84 und 90, und zum anderen um die mit Sekunddrmutao-
tionen assoziierten AS-Positionen 10, 16, 20, 24, 32, 33, 36, 47, 54, 60, 63, 69, 71, 73,
77 und 88.

3.4  Jahresauswertungen

Dain den Jahren 1996 bis 1999 nur relativ wenige Patientenproben zur Auswertung
zur Verflgung standen, wurden die Daten der Jahre 1996 + 1997 sowie 1998 +

1999 zusammengefalt.

Bei der Betrachtung der Mutationen bezogen auf die einzelnen Jahre wurden fur
das Jahr 2001 nur Daten bis einschlieBlich 29.10.2001 bericksichtigt.

3.5 Spezifische Patientenauswertungen

Die Auswertung und Interpretation spezifischer Patienten erfolgte mit Hilfe der
Monitoring-Daten aus der Infektionsambulanz. Relevant waren hierfir insbeson-
dere die verschiedenen Laborparameter, wie VL und Anzahl der CD4*-Helfer-
zellen, sowie die jewelligen Therapien, die die Patienten im Rahmen ihrer ART-Be-

handlungen erhielten.

3.6  Low-Level-Auswertung

Als Low-Level-Patienten wurden Patienten definiert, die zum Zeitpunkt der Sequen-
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zierung eine VL von <1000 Kopien pro ml Blut aufwiesen. Dieses Kriterium erfUllten

33 Patienten.

3.6.1 Patientenverlaufe

Bei den beiden in dieser Arbeit beschrieben Patienten handelt es sich um Patien-
ten aus dem Low-Level-Kollektiv. Sie wurden aufgrund der Tatsache ausgewdahlt,
dass hier sowohl Daten aus Sequenzierungen bei einer niedrigen VL von <1000

Kopien pro ml Blut als auch bei einer hohen VL vorlagen.

Die AS-Positionen sind bei allen Auswertungen im Einletter-Code dargestellt.
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4.1  Allgemeine Auswertung der Datenbank

Bei der Verteilung von Wildtypen und Mutationen auf den mit Prim&rmutationen

assoziierten AS-Positionen, ergab sich folgendes Bild (Abbildung 8):

100% -
90% -
80% -
70%
60%-

30 46 48 50 82 84 90
AS Position

Abb. 8: Verteilung von Wildtyp und Mutationen auf mit Primdrmutationen

assoziierten AS-Positionen

grin: Wildtyp in %

rot: Mutationen in %
gelb: Mix in %

blau: andere in %

Unter ,,Mutationen in %" sind alle die Mutationen dargestellt, die mit einer direkten
Primdrresistenz verbunden sind. ,,Mix in %" beinhaltet die Mischungen aus Wildtyp
und relevanten Mutationen. Alle anderen Mutationen und Mischungen, die nicht

mit direkter Primd@rresistenz assoziiert sind, sind unter ,,andere" zusammengefaft.
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Abbildung ¢ zeigt eine Zusammenfassung der Verteilung von Wildtypen und Muto-
tionen fUr alle AS-Positionen in der Datenbank, die als Sekunddrmutationen
charakterisiert worden sind. Alle Mischungen wurden hierbei den Mutationen

zugeordnet.

100% 1
90%
80%
70%
60%
50%
40% -
30%
20%
10%

0% -

10 16 20 24 32 33 36 47 54 60 63 69 71 73 77 88
AS Position

Abb. 9: Verteilung von Wildtyp und Mutationen bezogen auf die jeweilige
AS-Position
grin: Wildtyp in %

rot: Mutationen in %

Bei der PrGvalenz der Mutationen, sowohl bei den Primdar- als auch bei den Sekun-
darmutationen, zeigt sich bei allen AS-Positionen ein deutliches Uberwiegen des

Wildtyps. Die alleinige Ausnahme bildet Position 63.

Die nachfolgende Tabelle stellt alle gefundenen Mutationen bezogen auf die be-
tfrachteten AS-Positionen dar und zeigt die Verteilung von Wildtypen und spezi-
fischen Mutationen sowie Mischungen aus Wildtyp und Mutation in absoluten

Zahlen und Prozenten.
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Pos. AS Wildtyp N % "X'g‘tl % X'g‘tz N % "X'g‘; % "X'g‘z %
10 L 52 7587 | 13 1642 R ] 015 Vv 18 2,62 F 0,58
16 G 659 9578 E 19 2,76 0,00 0,00 0,00
20 K 587 8532 M 6 087 R 25 3,63 0,00 0,00
24 L 671 9753 | 13 189 V 0 0,00 0,00 0,00
30 D 670 9738 N 16 2,33 0,00 0,00 0,00
32 v 680 9884 | 5 0,73 0,00 0,00 0,00
33 L 659 9578  F 9 1,31 0,00 0,00 0,00
36 M 460 6686 | 185 26,89 0,00 0,00 0,00
46 M 602 8750 | 40 5,81 1 26 3,78 0,00 0,00
47 | 681 9898 V 4 058 A 0 0,00 0,00 0,00
48 G 672 9767 V 9 1,31 0,00 0,00 0,00
50 | 687 9985  V 0 0,00 0,00 0,00 0,00
54 | 627 9113 M 2 029 Vv 42 6,10 0,00 0,00
60 D 626 9099 55 7,99 0,00 0,00 0,00
63 1 155 2253 P 380 5523 0,00 0,00 0,00
69 H 552 8023 Y 4 0,58 0,00 0,00 0,00
71 A 539 7834 T 37 538V 79 11,48 0,00 0,00
73 € 641 9317 S 26 3,78 0,00 0,00 0,00
77 v 461 6701 | 197 28,63 0,00 0,00 0,00
82 v 602 8750 A 39 5,67 F 10 145 S | 0,15 T 0,87
84 | 649 9433 A ] 015 Vv 28 4,07 0,00 0,00
88 N 671 9753 D 13 1,89 S | 0,15 0,00 0,00
90 L 590 8576 M 86 12,50 0,00 0,00 0,00
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FEs, (48 ,;{/I:;t n K W%Ir);l. n K WTI\;lFIQXest n s Sor|\1/|slt)i(ge o Sun;me
10 Y 0,15 L/F L/ L/V; LIR/IC/F 24 3,49 0 0,00 5 073 688
16 A 7 1,02 G/E 3 044 0 0,00 0O 000 488
20 LTV 51 7.4 K/M; K/R 12 1,74 K/1; 4 0,58 3 044 688
24 0,00 L/l 3 044 L/F 1 015 0O 0,00 688
30 0,00 D/N 1015 0,00 D/N/Y 1015 688
32 0,00 V/I 3 044 0,00 000 6488
33 \ 4 0,58 L/F 7 1,02 L/ LV 7 1,02 2 029 688
36 LV 8 1,16 M/I 30 4,36 M/L; M/V 5 073 0,00 688
46 \ 0,15 M/I; M/L; M/I/L 18 2,62 M/V 1 015 0.00 688
47 0,00 VA% 2 029 0.00 l/T/IAIV ] 0,15 688
48 A;S 3 0,44 G/V ] 0,15 G/R/S 2 029 V/M ] 0,15 688
50 0,00 VA% 1 015 0,00 000 6488
54 LT 4 0,58 VA% 1T 1,60 I/L 1 015 I/V/T/A 1 0,15 688
60 N 2 029 D/E 5 073 0,00 000 688
63 ACDEFHKLQRSTYV 95 1381 L/P 23 3,34 L/H 1 015 34 4,94 688
69 KiN; Q) R: S 125 18,17 0.00 H/N;H/Q:H/R 7 1,02 0,00 688
71 G| 6 0,87 AT, AIV 24 3,49 0,00 A/T/I; A/NV/LT/L 3 0,44 688
73 CT 8 1.16 G/S 7 1,02 G/A; G/C 2 029 G/gﬂjé %{A\S/T’ 4 058 688
77 0,00 V/I 30 4,36 0,00 0,00 688
82 14 2,03 V/A 9 131 V/I 4 058 T/A;V/ANT 3 044 688
84 0,00 VA% 9 131 0,00 l/A/NV/T 1 015 688
88 0,00 N/D 3 044 0,00 0,00 688
90 0,00 L/M 12 1,74 0,00 000 6488

Tab.8:  Auswertung aller AS-Positionen der Datenbank
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4.2  Jahresauswertungen

Bei den nachfolgenden Jahresauswertungen erfolgt eine Betrachtung von zeit-
lichen Veré@nderungen im Auftreten bekannter Primé&rmutationen bezogen auf
einzelne Jahre. Dies soll mégliche Verdnderungen der Prvalenz in Bezug auf die
jeweiligen Medikamente aufzeigen. Die Mischungen aus Wildtyp und Mutation
wurden den Mutationen zugeordnet. Abbildung 10 zeigt eine allgemeine

Ubersicht.

30

O\o 25 1

£ 20 A

c

g 15

810 - ’

>

E 5 _

——
0
1996 + 1997 1998 + 1999 2000 2001
Abb. 10: Leitliche Entwicklung der Mutationsprdvalenzen aller mit Primdr-
mutationen assoziierten AS-Positionen
blau: AS 30
pink: AS 46
gelb: AS 48
torkis: AS 82
grin: AS 84
braun: AS 90
Die folgenden Abbildungen 11-16 und Tabellen 9-14 der Jahresauswertungen

stellen im zeitlichen Verlauf den Anteil des Wildtypes bzw. der Mutante fUr die

einzelnen AS dar.
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AS-Position 30:

Patienten Wildtyp o, Mutatio- 0 Mix o Mix ® Summe
T gesamt AS 30 n i nen n i Wildtyp n ] Sonstige n i Mutationen
1996 + 1997 16 D 16 100 - 0 0 - 0 0 - 0 0 0
1998 + 1999 40 D 39 97.5 N 1 2,5 - 0 0 - 0 0 1
2000 227 D 217 95,6 N 10 44 - 0 0 - 0 0 10
2001 405 D 398 98.3 N 5 1.2 D/N 1 02 D/N/Y 1 0,2 7

Tab.9:  Jahresbetrachtung AS 30

101
100
99
98
97
96

Wildtyp in %
Mutationen in %

95

94

93

1996 + 1997 1998 + 1999 2000 2001
Jahr

Abb. 11: Jahresbetrachtung AS 30
grin: Wildtyp in %

rot:  Mutationenin %
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Die zeitliche Auswertung der Prédvalenz von Mutationen auf AS-Position 30 zeigt

einen Anstieg der Mutationen bis zu einem Peak im Jahr 2000. Danach kam es zu

einem Abfall der Mutationsrate.

AS-Position 46;

PatientenWildtyp Mutatio- Mix Mix Summe
T gesamt AS 46 % nen % Wildtyp % Sonstige % Mutationen
1996 +1997 16 M 14 87,5 L 1 63 M/L 6,3 - 0 2
1998 + 1999 40 M 35 87,5 3 7.5 M/ 5 - 0 5
2000 227 M 193 85,0 | 17 7.5 M/ 1.8 - 0 34
12 53
\ 1 0.4
2001 405 M 360 88,9 | 20 4,9 M/I 1.7 M/I/L 0.2 45
L 13 32 M/L 0.7
M/V 0.2
Tab. 10: Jahresbetrachtung AS 46
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90 16

89 14
. 88 12
i 57 10
2 o )
S 6

85 4

84 5

83 0

1996 + 1997 1998 + 1999 2000 2001
Jahr

Mutationen in %

Abb. 12: Jahresbetrachtung AS 46
grn  Wildtyp in %

rot:  Mutationenin %

Die erste M4éL-Mutation trat im Mdarz 1998 auf. Im Jahr 2000 kam es zu einem

deutlichen Anstieg auf 34 Mutationen und in 2001 waren Mutationen bei 45

Proben zu finden. Insgesamt wiesen 40 der von uns untersuchten Proben die M44I-

und 26 Proben die M46L-Mutation auf.
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AS-Position 48:

Patienten Wildtyp Mutatio- Mix Mix Summe
T gesamt AS 48 n % nen n % Wildtyp K Sonstige % Mutationen
1996+ 1997 16 G 16 100 - 0 0 - 0 0 - 0 0
1998 + 1999 40 G 40 100 - 0 0 - 0 0 - 0 0
2000 227 G 223 98,2 \ 2 09 G/ 1 0.4 G/S/R 0.4 4
2001 405 G 393 97,0 A 2 05 - 0 0 G/S/R 0.2 12
N 1 0.2 V/IM 0.2
\% 7 1.7
Tab. 11: Jahresbetrachtung AS 48
100,5
100
99.5
99 8
X £
c 98,5 c
= o
o 98 [
2 ke
2 97,5 5
= S
97 S
96,5
926
95,5
1996 + 1997 1998 + 1999 2000 2001
Jahr

Abb. 13: Jahresbetrachtung AS 48
grin: Wildtyp in %

rot:  Mutationenin %
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In den ersten fUnf Jahren nach EinfOhrung von Saquinavir war bei unserem gesam-
ten Patientenkollektiv ausschlieBlich der Wildtyp zu finden. Erst im Jahr 2000

konnten auf der AS-Position 48 erste Mutationen nachwiesen werden.

AS-Position 82;

PatientenWildtyp Mutatio- Mix Mix Summe
ST gesamt AS 82 N % nen n % Wildtyp n % Sonstige n % Mutationen
1996 + 1997 16 \ 12 75 A 1 6,3 - 0 0 - 0 0 4
F 3 188
1998 + 1999 40 \ 32 80 A 1 2,5 V/A 1 2,5 T/A 2 5 8
I 2 5,0 V/ANIT 1 2,5
T 1 2,5
2000 227 \ 198 87,2 A 15 6,6 V/A 4 1.8 - 0 0 29
F 2 0.9 v/ 2 0.9
| 1.8
T 2 0.9
2001 405 \ 360 88,9 A 22 54 V/A 4 1.0 - 0 0 45
F 5 1,2 V/I 2 0.5
I 8 2,0
S 1 0.2
T 3 0.7
Tab. 12: Jahresbetrachtung AS 82

Auf AS-Position 82 zeigte sich Uber die Jahre hinweg ein kontinuierlicher Abfall der
Mutationsrate. Zu Beginn unserer Untersuchung lag die Mutationsprévalenz noch
bei 25%.
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Abb. 14: Jahresbetrachtung AS 82
grin: Wildtyp in %
rot:  Mutationenin %
AS-Position 84:
PatientenWildtyp o, Mutatio- 0 Mix o Mix 0 Summe
7 gesamt AS 84 N % nen % Wildtyp n % Sonstige % Mutationen
1996 +1997 16 | 15 938 V 1 63 0 o0 - 0 o0 1
1998 + 1999 40 | 37 925 V 2 50 IV 125 - 0 o0 3
2000 227 I 213 938 V 9 40 IV 5 22 - 0 o0 14
2001 405 384 948 A 1 02 IV 3 07 VAN 1 02 21
% 16 40
Tab. 13: Jahresbetrachtung AS 84
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Abb. 15: Jahresbetrachtung AS 84
grin: Wildtyp in % rot:  Mutationenin %

Auf Position 84 entwickelte sich zundchst eine Zunahme der Mutationen. Nach

Erreichen eines Peaks in 1998/1999 folgte eine Abnahme der Mutationsrate.

AS-Position 90:

ST Pg;i:;rtr?tn V,\{il‘lsdg(l)p A K Ml:::lrtli ” A K Wi'r:iii(yp n i Sor'\lllsit)i(ge n i Mi?arlrt}ron:en
1996 +1997 16 L 13 813 M 2 125 UM 1 63 - 0 o 3
1998 +1999 40 L 33 825 M 7 175 - 0 0 - 0 0 7

2000 227 L 187 824 M 34 150 LM 6 26 - 0 0 40

2001 405 L 357 81 M 43 106 LM 5 12 - 0 0 48
Tab. 14: Jahresbetrachtung AS 90
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90 20
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Abb. 16: Jahresbetrachtung AS 90

grin: Wildtyp in %

rot:  Mutationenin %

Die Mutationsrate auf Position 90 bewegte sich Uber die Jahre 1995 bis 2000 auf

relativ gleichbleibendem Niveau. 2001 zeigte sich ein Anstieg des Wildtyps auf fast

90%.
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4.3 Low-Level-Auswertungen

Abbildung 17 zeigt die Einteilung der Low-Level-Patienten in Pl-naive Patienten
und solche, die wdhrend unseres Betrachtungszeitraumes mindestens eine Pl-Me-
dikation erhalten hatten. Die Grafik macht deutlich, dass bei etwa der Hdlfte der

ausgewerteten Patienten keine Prim&rmutationen unter Pl-Therapie auftraten.

Abb. 17: Low-Level-Patienten
weinrot: PI-Medikation ohne Entwicklung von Primérmutationen
gelb: Primé&rmutationen unter PI-Therapie
blau: keine PI-Medikation

Der ersten Patientengruppe (Pl-naiv) konnten 8 Patienten zugeordnet werden. Die
Genotypisierungen ergaben hier im Bereich der PR keine Primdrmutationen. Bei
einem Patienten war ausschlieBlich der Wildtyp vorhanden. Alle anderen wiesen

die in Tabelle 15 dargestellten Sekunddrmutationen auf.
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Mutation  L10I K20R M3él D60E  L63C/P/V  Hé9K A711 V77l
Anzahl 1 1 3 1 3 2 1 2

Tab. 15: Verteilung der Sekunddrmutationen bei Pl-naiven Patienten

Bei den verbleibenden 25 Patienten mit Pl-Vortherapie zeigten sich zwei unter-
schiedliche Ergebnisse:

= 17 Patienten wiesen zum Zeitpunkt der Sequenzierung keine Priméarmutatio-

nen auf, frotz vorangeganger Pl-Therapie.

= Bei 8 Patienten fanden sich Primérmutationen.

Die Auswertung der Prim@rmutationen ergab bei den Low-Level-Patienten die in
Tabelle 16 dargestellten Daten.

Primarmutation

Patient vorangegangene Pl-Therapie
auf AS-Position
1 (SIWA) IDV, RTV, NFV, SQV 46, 84, 90
2 (MAMA) NFV 30, 46
3 (NOBA) IDV, RTV 46, 84
4 (MIME) IDV, RTV, INV, FOV, NFV 82, 90
5 (MEBI) NFV 30
6 (HOFR) IDV, RTV, NFV 30 (Mischung)
7 (MIBR) IDV, RTV 82
8 (THZE) NFV 30
(9)(STSC) NFV 82
Tab. 16: Primarmutationen bei Low-Level-Patienten
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4.4 Patientenverlaufe

Aus dem Kollektiv der Low-Level-Patienten werden nachfolgend zwei Patienten im
Hinblick auf die Entwicklung ihrer VL und CD4+*Zellen bezogen auf die jeweilige

Therapie exemplarisch dargestellt.

Die nachfolgenden Abbildungen 18 und 19 zeigen die zeitliche Entwicklung der VL
bzw. der CD4*-Zellen inklusive Zeitpunkte der Sequenzierungen und Therapie-

wechsel (inkl. ART-Pausen).

Die Tabellen 17 und 18 geben fur jeden der beiden Patienten die Entwicklung der
Mutationen anhand der Sequenzierungsdaten wider. Die Mutationen sind jeweils

farblich unterlegt.
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Patient 1:
1,0E+07 - 100
+ 90
1,0E+06
) =+ 80
1,0E+05 - ‘ 170
1,0E+04 - ' =
l + 50
1,0E+03 - y,"
1,0E+02 -
1,0E+01 {
A A\ A AAM AA
" o® @
1,0E+00 ‘ ‘ ‘ ‘
Nov. Mai. Nov. Mai. Nov. Mai. Nov. Mai. Nov.
97 98 98 99 99 00 00 01 01
Abb. 18: VL- und CD4* -Verldufe - Patient 1

blaue Verlaufslinie:
pinke Verlaufslinie:
grine Dreiecke:

grauve Kreise:

VL-Entwicklung
CD4+*-Verlauf
Therapiewechsel

Sequenzierung
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WT L10 K20 L24 D30 V32 L33 M36 M46 147 G48 150 154 L63 A71 G73 V77 V82 184 N88 L90

Sequ.

11/99 WT  WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT P WT  WT WT WT WT WT WIT
12/99 WT WT WT WT WT WT WT WT WIT WT WT WT P WT  WT  WT WT WT WT WT
01/00 WT  WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT P WT  WT  WT WT WT WT WT
03/00 I M/l WT  WT  WT  WT I I WT  WT  WT WT P Y, S WT WT V. WI M
08/00 WT  WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT P WT  WT WT WT WT WT WIT
10/00 WT  WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT WIT P WT  WT  WT WT WT WT WT
11/00 WT  WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT P A/N WT WT WT WT WT WT
05/01 I I WT  WT I WT I I V. WT WT WT P Y, S WT WT V. WI M
07/01 I I WT  WT I WT I I V. WT WT WT P Vv S WT WT V. WI M
09/01 WT WT WT WT WT WT WT M/L WT WT WT WT P WT  WT  WT WT WT WT WT
10/01 WT  WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT P WT  WT  WT WT WT WT WT
01/02 I I WT  WT  V/I  L/F I I /v WT  WT  WT P A/N S WT WT I/V WT M
04/02 WT  WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT WT P WT  WT WT WT WT WT WIT
Tab. 17: Entwicklung der Mutationen — Patient 1
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Patient 2:

1,0E+06

700

1,0E+05 - L2
500
1,0E+04 -

& 400
1,0E+03 -

300
1,0E+02 -

+ 200
1,0E+01 - @ '
1,0E+00 o S : e 0

[s2] (sg] < < e} el O O N ~N o0 e8] o~ (e o o —
s 2 9 2 2 2 9 9 o o o & o o o S ©
o > ‘5 > o] > ‘S > ‘S > o] > o] > ‘5 > ‘5
T I
Abb. 19: VL- und CD4*-Verlaufe - Patient 2
blaue Verlaufslinie: VL-Entwicklung
pinke Verlaufslinie: CD4*-Verlauf
grune Dreiecke: Therapiewechsel
graue Kreise: Sequenzierung
WT L10 K20 L24 D30 V32 L33 M36 M46 147 G 48
Sequ.
02/00 WT  WT  WT N WT  WT  WT I WT  WT
09/01 WT WT WT D/N WT WT WT I WT  WT
WT 150 154 L63 A71 G73 V77 V82 184 N8 L90
Sequ.
02/00 WT  WT T T WT I WT WT D WT
09/01 WT  WT P T WT I WT WT D WT
Tab. 18: Entwicklung der Mutationen — Patient 2
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45  Veranderungen der Mutationen

In der nachfolgenden Tabelle 19 bzw. Abbildung 20 sind Verdnderungen von Mu-
tationen dargestellt, die sich im Rahmen von Therapiewechseln und ART-Pausen

(STI) bei 28 untersuchten Patienten zeigten. Mischungen wurden den Mutationen

zugeordnet.
MUT. WAHREND THERAPIEPAUSE
Anzahl der Mut. wiederge-
Mutation Mut. Mut. Mut. ver- Wechsel kommen nach
AS-Pos. unter geblieben schwunden zum Mix erneutem
Therapie Therapiebeginn
10:
L1011+ L/I 10 2 8 - 8
L10F - - - - 1
Summe 10 10 2 8 0 9
16:
Gl16A 1 1 - - -
Summe 16 1 1 0 0 0
20:
K201 2 - 2 - 2
K20R 2 1 1 - 2
Summe 20 4 1 3 0 4
24:
L241 3 - 3 - 3
Summe 24 3 0 3 0 3
32:
V 321 1 - 1 - 1
Summe 32 1 0 1 0 1
33:
L33 L/F 2 - 2 - 1
Summe 33 2 0 2 0 1
36:
M 36|+ M/I 4 2 1 1 2
M 36 V+ M/V 1 - 1 1
Summe 36 5 2 2 1 3
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MUT. WAHREND THERAPIEPAUSE

Anzahl der Mut. wiederge-
Mutation Mut. Mut. Mut. ver- Wechsel kommen nach
AS-Pos. unter geblieben schwunden zum Mix erneutem
Therapie Therapiebeginn
46:
M 461+ M/I 8 1 7 - 6
M 46V 1 - - 1 1
M 46 L - - - - 1
Summe 46 9 1 7 1 8
47:
| 47 V 1 - 1 - 1
Summe 47 1 0 1 0 1
48:
G 48V +G/V 2 - 2 - 2
Summe 48 2 0 2 0 2
50:
1 50 1/V 1 - 1 - 0
Summe 50 1 0 1 0 0
54:
|54V +1/V ) - 4 - 4
154 T 1 - 1 - 1
| 54 M 1 - 1 - 1
154 L 1 - 1 - 1
Summe 54 8 0 7 0 7
60:
D60E 3 - 1 - 3
Summe 60 3 0 1 0 3
63:
L63P+L/P 10 5 5 - 4
Summe 63 10 5 5 0 4
71:
A71V 2 - 2 - 2
A71T 2 1 1 - 1
A71A/NV 1 - 1 - 1
Summe 71 5 1 4 0 4
73:
G738 3 - 3 - 1
G73G/S - - - 2 -
G737 1 - 1 - -
Summe 73 4 0 4 2 1
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MUT. WAHREND THERAPIEPAUSE

Anzahl der Mut. wiederge-
Mutation Mut. Mut. Mut. ver- Wechsel kommen nach
AS-Pos. unter geblieben  schwunden zum Mix erneutem
Therapie Therapiebeginn
77:
V771+V/I 4 3 1 - 1
Summe 77 4 3 1 0 1
82:
V82A+V/A 7 - 7 - 6
Summe 82 7 0 7 0 6
84:
184V 3 - 3 - 3
Summe 84 3 0 3 0 3
90:
LOM 6 1 4 1 5
L 90 L/M - - - - 1
Summe 90 6 1 4 1 6
Tab. 19: Verdnderungen der Mutationen

Abbildung 20 zeigt eine Ubersicht der Mutationsprdvalenzen unter antiretroviraler

Therapie, wahrend STl sowie nach erneutem Therapiebeginn bezogen auf die

jeweiligen AS-Positionen. Eine Hdaufung der Mutationen zeigt sich bei dieser

Untersuchung vor allem auf den Positionen 10, 46, 54 und 63.
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Anzahl Mutationen

10 16 20 24 32 33 36 46 47 48 50 54 60 63 71 73 77 82 84 90
AS-Position
Abb. 20: Prévalenz&nderungen bei STI
rot: Mutationen unter Therapie grin: Mutationen verschwunden wahrend STI
blau: Mutationen wiedergekommen gelb: Mutationen geblieben
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5 DISKUSSION

Die Fahigkeit der HI-Viren zur Selektion Medikamenten-resistenter Mutanten stellt in
der Therapie der HIV-Infekfion eine groBe Schwierigkeit dar. Therapieziel sollte
daher die Reduktion der VL unter die Nachweisgrenze sein, um somit eine
Selektion zu vermeiden bzw. zu verringern. Kann dieses Ziel nicht erreicht werden,
erhdht sich deutlich die Gefahr fUr eine Selekfion resistenter Mutanten mit
nachfolgend vermindertem Ansprechen des jeweiligen Medikamentes und
entsprechendem Therapieversagen. In diesem Falle sollte eine Genotypisierung
durchgefUhrt werden, um die notwendigen Informationen in Bezug auf
Resistenzmutationen zu erlangen, damit die antiretrovirale Medikation
entsprechend angepasst werden kann. Dank der heutigen Moglichkeiten, aus
Patientenblut das Virusgenom zu isolieren und anschlieBend die Genabschnitte
der PR und der RT zu sequenzieren, kdnnen so mit Hilfe dieser Genotypisierung
relevante Punktmutationen erkannt werden. Diese Informationen helfen dem
behandelnden Arzt, Medikationen in Bezug auf mégliche Resistenzen anzupassen,
um so eine virologisch optimale Therapie fUr den Patienten zu gewdhrleisten und
ihn nicht durch eine insuffiziente Medikation unndtig zu belasten. DarUber hinaus

gilt es, die Selektion weiterer Mutationen zu vermeiden.

Die nachfolgende Tabelle 20 zeigt eine Zusammenfassung der mit Resistenzen
korrelierten AS-Positionen fUr die zum Zeitpunkt der Arbeit zugelassenen Pls.
Farblich hervorgehoben sind die Positionen, die mit Prim&rmutationen assoziiert
sind. Alle anderen Positionen stehen fur Sekunddrmutationen, die erst durch eine

Summierung mehrerer Mutationen zu Resistenzen fGhren.
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Indinavir 10 20 24 32 36 46 54 71 73 77 82 84 90
Ritonavir 10 20 32 33 46 54 71 77 82 84 90
Saquinavir 10 48 54 71 73 77 82 84 90
Nelfinavir 10 30 36 46 71 77 82 84 88 90
Amprenavir 10 32 46 47 50 54 73 84 90

Lopinavir/Rit. 10 20 24 32 33 46 47 50 53 54 63 71 73 82 84 90

Tab. 20: Mit Resistenzen assoziierte AS-Positionen

5.1 Allgemeine Datenbankauswertung

Die Erstellung und Auswertung einer Frankfurter HIV-Resistenz-Datenbank dient der
Untersuchung von Prévalenzen von Primér- und Sekunddrmutationen im HIV-
Genom im Hinblick auf Resistenzentwicklungen fUr die jeweiligen ART-Mediko-

mente.

Ein Teil der erarbeiteten Daten wurden als Poster auf dem Welt-AIDS-Kongress 2002
in Barcelona verdffentlicht (Stirmer et al., 2002) und in einer weiteren Publikation

verwendet (Staszewski et al., 2006).

5.1.1 Primarmutationen

Die mit Primarmutationen assoziierten AS-Positionen (30, 46, 48, 50, 82, 84 und 90)
sind fUr die Entstehung von Resistenzen von besonderer Relevanz und wurden do-

her schwerpunktmd&Big untersucht (Schinazi et al., 2000).

Die Zuordnung der mit Resistenzen assoziierten AS-Positionen zu den Wirk-
substanzen geht aus Tab. 20 hervor. Eine Ausnahme bildet hier das Medikament
Kaletra®, eine Kombination aus Lopinavir und Ritonavir. Hierfir sind derzeit noch

keine Primarmutationen beschrieben.
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Eine besondere Bedeutung fallt den Positionen 46, 82, 84 und 90 zu. Mutationen
auf diesen Positionen fUhren zu Kreuzresistenzen zwischen verschiedenen Medi-
kamenten. Dies bedeutet, dass eine Mutation beispielsweise auf AS-Position 84
unter Amprenavir-Therapie auch einen Wirkverlust der Medikamente Indinavir und
Ritonavir zur Folge hat. Medikamente, die zur Entstehung von Kreuzresistenzen
fOhren, sollten daher besser erst zu einem spdteren Zeitpunkt der ART eingesetzt

werden.

Saquinavir

Saquinavir war der erste Wirkstoff, der 1995 aus der Gruppe der Pls zugelassen
wurde. FUr diese Substanz sind derzeit die Mutationen G48V und L90M mit einer
Primdarresistenz assoziiert (Eberle et al., 1995). Bei unserem Patientenkollektiv fand
sich die G48V-Mutation nur neun Mal. 97,7% der Patienten zeigten den Wildtyp.
Die Mutationsrate der AS-Position 90 war sehr viel hdher. Es zeigte sich lediglich bei
590 der 688 Proben (85,8%) der Wildtyp L. 86 Proben wiesen die AS M auf (12,5%);
bei 12 zeigte sich die Mischung L/M (1,7%).

G48V als alleinige Mutation fUhrt zu einem Wirkverlust von Saquinavir um das 3- bis
10-fache. Findet sich zusatzlich auch die LYOM-Mutation, erhdht sich die Resistenz
auf das zum Teil mehr als 100-fache (Miller, 2002). Von den funf Patienten unseres
Kollektivs, die eine G48V-Mutation aufwiesen, konnte bei zwei Patienten zusatzlich

auch die L90OM-Mutation isoliert werden.

Die Sekunddrmutation K20R/M fGhrt zu einer Erweiterung des ResistenzausmalBes
unter Saquinavir-Therapie. Dies wurde ebenfalls fUr die Mutationen A71V und I84A
beschrieben. Besteht zus&tzlich zur V82A/F-Mutation eine A71V/T- oder I54A-Muta-
tion, bewirkt die LI0I/F-Mutation eine High-Level-Resistenz fUr Saquinavir
(>100fach) (Servais et. al; 2001). Bei 39 unserer Proben konnte die V82A-Mutation
nachgewiesen werden, davon hatten 23 zusatzlich die A71V- und ein Patient die

A71T-Mutation. 17 dieser Patienten zeigten darUberhinaus auch die Mutation L10I.
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Indinavir

Bei der Substanz Indinavir sind zahlreiche AS-Positionen mit Resistenzen korreliert,
wobei Primérmutationen fUr die Positionen 46, 82 und 84 beschrieben sind (Condra

et al., 1996; Zhang et. al, 1997).

Untersuchungen von Condra et al. 1995 beschrieben auf AS-Position 46 nur die
Substitution von M nach | als relevante Mutation (Condra et al., 1995). Aufgrund
von spateren Studien in den Jahren 1996 und 1997 wurde ebenfalls die M46L-Mu-
tation als resistenzbildende Mutation angesehen (Condra et al., 1996; Vasude-
vachari et al.,1996; Zhang et al., 1997). Neuere Untersuchungen von Maguire et al.
ergaben in der Zwischenzeit, dass die M4éL-Mutation nur noch als
Sekunddrmutation gewertet werden kann und somit allein die Mutation M46l auf

dieser Position zur Primdrresistenz fuhrt (Maguire et al., 2002; Re et al., 2004).

Unsere Datenbankauswertung zeigte eine Mutationsprévalenz auf AS-Position 46
von 12,5%. 40 Proben (5,8%) wiesen die Mutation M46l auf und bei 26 Proben
(3.8%) fand sich die AS L. 18 Patientenproben zeigten Mischungen mit relevanten
Mutationen. Auf Position 82 sind die Mutationen V82A, V82F und V82T mit
Resistenzen assoziiert. 602 der untersuchten Proben (87,5%) zeigten den Wildtyp V.
V82A war bei 39 vorhanden (5,7%), V82F bei 10 Proben. Die Mutation T konnte
sechs Mal gefunden werden. Die am hdaufigsten beobachtete Mutation in
unserem untersuchten Patientenkollektiv. war V82A. Bei einer Studie von
medikamenten-naiven Patienten in Spanien zeigte sich V82A ebenfalls als die am
haufigsten nicht vortherapierten Patienten eine Primé&rmutation. In 91,6% zeigte

sich hierbei V82A (Eiros et al., 2002).

649 unserer Patientenproben wiesen auf Position 84 den Wildtyp | auf. Dies ent-
spricht 94,3%. Die Mutation 184V fand sich bei 28 Proben (4%) und I84A bei einer
Probe. Wie aus Tab. 6 hervorgeht, ist die Mutation 184V im Hinblick auf

Kreuzresistenzen von besonderer Bedeutung. Kreuzresistenzen sind vor allem
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zwischen Pls der 1. Generation beschrieben, insbesondere zwischen Indinavir und

Ritonavir, weniger zwischen diesen beiden und Saquinavir (Condra et al., 1996).

Ritonavir

Bei Ritonavir sind die mit Primdarresistenz assoziierten Mutationen V82A, V82F, V82T,
V82S sowie 184V. Die Daten entsprechen denen der Indinavir-Auswertung. Die AS-
Positionen 82 und 84 gelten als Primdrmutationen fUr die Substanzen Indinavir und
Ritonavir (Molla et al., 1996). Bei Ritonavir zahlt jedoch im Gegensatz zu Indinavir
auch die Mutation V82S zu den Primdrmutationen. Diese kam in unserer

Datenbank nur ein einziges Mal vor.

Schmit et al. fand nach einjahriger Ritonavir-Therapie bei den untersuchten Pa-
tienten als hdufigste Mutation V82A/F (Schmit et al.,, 1996). Wie bereits unter
Indinavir beschrieben, zeigte sich bei unserem Patientkollektiv V82A ebenfalls als

haufigste Mutation und ist daher in unserer Auswertung hervorzuheben.

Ritonavir nimmt als Monosubstanz in der modernen ART heutzutage keine Rolle
mehr ein, sondern wird fast ausschlieBlich in Medikamentenkombinationen zur
Boosterung eingesetzt und spielt in diesem Bereich eine elementare Rolle Als
Beispiel hierfir ist das Medikament Kaletra® zu nennen, ein Kombinationspraparat
aus Lopinavir und low-dose Ritonavir, also der zusatzlichen Gabe einer niedrigen

Dosis Ritonavir.

Nelfinavir

Die mit Primdarresistenz assoziierten Mutationen befinden sich bei Nelfinavir auf den
AS-Positionen 30 und 90. Bei dem Frankfurter Patientenkollektiv zeigte die AS-

Position 30 eine nur sehr geringe Mutationsrate. Bei lediglich 16 Patientenproben
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(2,3%) fand sich eine Mutation vom Wildtyp D nach AS N. Alle anderen Proben
wiesen den Wildtyp auf. Auch bei Untersuchungen in Italien wies die AS-Position 30

mit nur 2,7% eine geringe Mutationsprévalenz auf (Manfredi et al., 2002).

Studien der Rockefeller University in New York haben gezeigt, dass es sich bei der
ersten Resistenzmutation, die unter Nelfinavir-Therapie auftritt, um die D30N-Muta-
tion handelt. DarGber hinaus konnten in vitro keine phdnotypischen Kreuzresisten-

zen zu anderen Protease-Inhibitoren beschrieben werden (Markowitz et al., 1998).

In vitro Untersuchungen in Neuseeland ergaben ebenfalls, dass die alleinige D30N-
Mutation zu einer Resistenz fUr Nelfinavir fOhrt, aber nicht mit einer verminderten
Ansprechbarkeit fur die Substanzen Indinavir, Ritonavir und Saquinavir verbunden
ist (Jarvis et al., 1998). Eine ErklGrung hierfUr bieten verschiedene genotypische
Untersuchungen, die zeigen, dass keine der Ubrigen bis heute zugelassenen Pls
Mutationen auf der AS-Position 30 hervorrufen. Es sind daher derzeit keine
Kreuzresistenzen zu anderen Medikamenten bekannt (Patick et al., 1998; Bardsley-
Elliot et al., 2000; Clotot et al., 2002). Ebenso scheint die D30N-Mutation, starker als

die LY0M, die virale Fitness zu beeintrdchtigen (Martinez-Picado et al., 1999).

Bei der Position 90 handelt es sich um die Zweite der beiden Prim&rmutationen von
Nelfinavir. Mutationen der Position 90 waren bei unserem Patientenkollektiv sehr
viel haufiger zu finden. Es zeigte sich lediglich bei 590 der Proben (85,8%) der Wild-
typ L. 86 Proben wiesen die Mutation L90OM auf (12,5%). Bei 12 zeigte sich die
Mischung L/M (1,7%). Die AS-Position 90 weist, im Gegensatz zur Position 30, eine
Kreuzresistenz mit der Substanz Saquinavir auf. Untersuchungen in Brasilien von
Tanuri et al. zeigten die L90M als Hauptmutation der Protease bei 26% der unter
HAART-Therapie stehenden Patienten. Bei 84,7% kam es nach Auftreten dieser
Resistenzmutation zum Therapieversagen. Die Mutationen korrelierten eindeutig
mit der Therapie (Tanuri et al., 2002). Ahnliche Ergebnisse wurden in England
verbffentlicht. Auch hier wurde die LY0OM als Hauptmutation bei vortherapierten
Patienten beschrieben, wohingegen die D30N-Mutation nur selten auftrat (Cane

et al., 2001). Die Haufigkeit der L92OM-Mutation hat zur Folge, dass fUr eine Vielzahl
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von Patienten die Substanz Nelfinavir im Therapiekonzept durch ein anderes
Medikament ersetzt werden muB und Saquinavir nicht mehr oder nur sehr

eingeschrankt einsetzbar ist.

Bei Studien in DGnemark und Spanien fiel die Verteilung der Mutationen auf den
AS-Positionen 30 und 90 entgegengesetzt aus. In D&dnemark wiesen 38% der un-
tersuchten Patienten unter Nelfinavir-Therapie die D30N-Mutation auf, wohin-
gegen sich nur bei 19% die L90M-Mutation nachweisen lieB (Roge et al., 2003). In
Spanien zeigte sich, ebenfalls unter Nelfinavir-Therapie, bei 30,7% der untersuchten
Patientenproben die Mutation D30N, lediglich hingegen bei 4,8% die L90M-
Mutation (Clotet et al., 2002).

Bei Untersuchungen von Manfredi et al. zeigte Nelfinavir eine nur sehr geringe Pri-
mdarmutationsrate. Nur drei der 233 untersuchten Patienten entwickelten eine iso-
lierte D30N-Mutation. Diese fUhrte jeweils zu einem virologischen Versagen. Bei
diesen drei Patienten handelte es sich um initial ART-naive Patienten, die auf eine
anschlieBende Therapieumstellung sofort gut ansprachen. Von den vielfach vor-
therapierten Patienten mit multiplen Mutationen, die unter Nelfinavir versagten,
hatte keiner eine D30ON-Mutation entwickelt (Manfredi et al., 2002).

Die Unterschiede in der PrAvalenz von Mutationen auf den AS-Positionen 30 und
90 scheinen dahingehend zu bestehen, ob Nelfinavir als Monotherapie oder im
Rahmen einer Kombinationstherapie eingenommen wird bzw. ob der Patient vor-
therapiert ist. In den Fdallen, in denen die Patienten ausschlieBlich Nelfinavir erhiel-
ten, zeigte sich eine deutliche Prévalenz der D30N-Mutation. Patienten unter
Kombinationstherapie, bei welcher Nelfinavir sowohl mit anderen Pls als auch mit
NRTIs kombiniert wurde, entwickelten héaufiger eine L90M- Mutation (Miller, 2001).
DarUber hinaus scheint die Ausprdgung von Resistenzmutationen mit dem Subtyp
von HIV-1 assoziiert zu sein. Untersuchungen von Grossman et al. zeigten die D30N-
Mutation nach Nelfinavir-Therapie bei 23% der Patienten mit Subtyp B, hingegen
nur bei 7% der Patienten mit Subtyp C. In der Prévalenz der L9OM-Mutation konnte

hier jedoch kein Unterschied gefunden werden (Grossman et al., 2004). Ebenso
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fanden sich bei Ariyoshi et al. bei Therapieversagern die Mutationen D30N, A71V
und N88D ausschlieBlich bei Patienten mit dem Subtyp B im Vergleich zum Subtyp
CRFO1_AE (Ariyoshi et al., 2003).

Ein besonders wichtiger Aspekt bei der Betrachtung von Nelfinavir ist die Tatsache,
dass es sich hierbei zum Zeitpunkt der Auswertung um den einzigen zugelassenen
Pl handelt, bei dem keine Boosterung erfolgt. Dies stellt, neueren Studien zufolge,
in der antiretroviralen Therapie ein entscheidendes Kriterium dar (MacManus et
al., 2004; Kempf et al., 2004). Im Vergleich mit einem geboosterten Pl (Lopinavir/r),
jeweils in Kombination mit einem NRTI, entwickelten 45% der mit Nelfinavir
behandelten Patienten eine der beiden Primdrmutationen (D30N/LY0M). Bei den
mit dem geboosterten Lopinavir therapierten Patienten konnte hingegen keine
Resistenzmutation isoliert werden. Ebenso zeigte sich bei dem NRTI, der mit
Nelfinavir kombiniert wurde (Stavudine), eine signifikant héhere Mutationsrate.
Diese Ergebnisse fanden sich sowohl bei Pl-naiven als bei bei vortherapierten
Patienten (Kempf et al., 2004). Die SOLO-Studie beschreibt dhnliche Ergebnisse

und wird unter Amprenavir diskutiert.

DarUber hinaus ist Nelfinavir auch in der Therapie von Schwangeren und Kindern
zugelassen und ist aufgrund der relativ guten Vertraglichkeit auch fir Patienten

geeignet, die andere Pls nur schlecht tolerieren (Perry et al., 2005).

Amprenavir

Die mit einer Primdarresistenz assoziiierten Mutationen sind fir Amprenavir die 150V-
sowie die 184V-Mutation. Die Mutation 150V konnte in unserem Patientenkollektiv
jedoch nicht gefunden werden. Bei einer Probe fand sich die Mischung I/V. Alle
anderen entsprachen dem Wildtyp | (99.85%). Dieses Ergebnis kénnte dahin-
gehend interpretiert werden, dass nur wenige Patienten in unserem Kollektiv
Amprenavir im Rahmen ihrer ART erhielten und sich daher die fir Amprenavir

spezifische Mutation nicht selektiert wurde.
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Bei Resistenz-Untersuchungen des Laboratoire de Rétrovirologie in Luxemburg
konnte bei Patienten unter Ritonavir-, Indinavir- und Saquinavir-Therapie weder die
150V, als typische Amprenavir-Mutation, noch die D30N-Mutation, als Resistenzmu-
tation von Nelfinavir, gefunden werden (Servais et al.; 2001). Diese Ergebnisse
stimmen mit unseren Untersuchungen dahingehend Uberein, dass die Ausbildung
dieser medikamentenspezifischen Mutationen direkt mit der vorangegangenen

Medikation assoziiert ist.

Eine Studie von GlaxoSmithKline in North Carolina, USA, zeigte die 184V-Mutation
als starksten Resistenz-Marker fOr Amprenavir bei Pl-vortherapierten Patienten
(Paulsen et al., 2002). Diese Mutation zeigte sich bei etwa 4% des von uns
untersuchten Patientenkollektivs und ist daher bei diesen Patienten im Hinblick auf
die Wahl der antiretroviralen Substanz von Belang. Dies auch vor allem, wenn man
die Kreuzresistenzen zwischen Amprenavir und Lopinavir auf den AS-Positionen 50

und 84 miteinbezieht (Paulsen et al., 2002; Prado et al., 2002; Parkin et al., 2003).

Die Ausbildung von Resistenzmutationen kann mit Hilfe der Boosterung beeinfluBt
werden. Die SOLO-Studie verglich Uber 48 Wochen bei ART-naiven Patienten die
Entwicklung von Mutationen in der Therapie mit Nelfinavir und geboostertem
Amprenavir (Amprenavir/r), jeweils in Kombination mit einem NRTI. In der Gruppe
der mit Amprenavir/r behandelten Patienten entwickelte kein Patient unter der
Therapie eine Resistenzmutation fUr einen PI, weder fir Amprenavir, noch in Bezug
auf Kreuzresistenzen zu anderen Pls. 84% zeigten auch fUr den NRTI keine
Resistenzmutation. Bei der Gruppe der mit Nelfinavir behandelten Patienten
konnte bei 39% der Therapieversager eine Nelfinavir-assoziierte Mutation
gefunden werden. 31% zeigten die D30N, 6% die L90M, und bei 2 Patienten fand
sich die Kombination D30N/LY0M. Zusatzlich konnte bei 14% die Prim&rmutation
M4é6l/L isoliert werden (MacManus et al., 2004).
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Lopinavir / Kaletra®

Der im Jahr 2000 zugelassene Protease-Hemmer Kaletra®, eine Kombination aus
Lopinavir und low-dose Ritonavir, nimmt in der Betrachtung der Resistenz-
entwicklung eine Sonderstellung ein. FUr dieses Medikament sind derzeit noch
keine Primdrmutationen beschrieben, allerdings stellen die Positionen 10, 20, 24,
46, 53, 54, 63, 71, 82, 84 und 90 relevante Sekunddrmutationen dar. Ebenso scheint
bei der Entwicklung der Lopinavir-Resistenz ein linearer Zusammenhang zwischen
Virusreplikation und Anzahl der auftretenden Mutationen zu bestehen (Kempf et
al.,, 2001; Parkin et al., 2003). In-vitro-Untersuchungen zeigten, dass ansteigende
Lopinavir-Konzentrationen mit einem vermehrten Auftreten von Mutationen im
Protease-Gen verbunden (I184V, L10F, M46l, T?1S, V32, 147V) (Carrillo et al.; 1998).
Vor allem die Mutationen 154V und V82A/F fUhrten in einer Studie an HIV-infizierten

Kindern zu einer reduzierten antiviralen Wirksamkeit (Jimenez et al., 2005).

Obwohl die aktuellen Therapierichtlinien von Kombinationsbehandlungen
ausgehen, konnte Kaletra® auch als Monotherapie sehr gute Resultate in der
Reduktion der VL zeigen (Arribas et al., 2005). Untersuchungen der Universitat Bonn
verglichen die Wirksamkeit von low-dose-Ritonavir-geboosterten Pls, wie Kaletra®,
mit ungeboosterten Substanzen. Auch hier zeigte sich eine Uberlegenheit der
geboosterten Medikamente, welche als first-line-Medikation empfohlen werden

(Lichterfeld et al., 2003).

5.1.2 Sekundarmutationen

Mutationen auf sperzifischen AS-Positionen mussen im Hinblick auf die mdgliche
Resistenzentwicklung jeweils fUr die einzelnen Medikamente gesondert bewertet
werden. Die alleinige Sekunddrmutation fOhrt in der Regel nicht zu einem

sofortigen Wirkverlust. Durch eine Akkumulation von Sekunddrmutationen ist
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jedoch auch hier die Ausbildung einer signifikanten phd&notypischen Resistenz
moglich (Molla et al., 1996). Servais et al. untersuchte bei Pl-naiven Patienten die
Auswirkungen von Sekunddrmutationen unter Indinavir-, Ritonavir- und Saquinavir-
Therapie auf die phdnotypische Resistenzentwicklung. Auch ohne den Nachweis
von Primé@rmutationen kam es zu einer Resistenzentwicklung mit nachfolgendem
Therapieversagen, was die Bedeutung der Genotypisierung auch im Bereich der

Sekunda@rmutationen deutlich macht (Servais et al.; 2001).

Die AS-Position 10 gehdrt zu den Sekunddrmutationen und wurde bisher noch bei
keiner Substanz mit einer Primdarresistenz assoziiert. Sie ist allerdings bei allen derzeit
zugelassenen Pls als Sekunddrmutation beschrieben. Die Auswertung der Daten-
bank zeigte auf der AS-Position 10 bei 522 der insgesamt 688 Patientenproben den
Wildtyp L. Dies entspricht 75,87%. Bei 24,13% zeigten sich Mutationen bzw. Mi-

schungen von Wildtyp und Mutationen.

Eine Studie der Federal University of Rio de Janeiro, Brasilien, mit Medikamenten-
naiven Patientenproben der Jahre 1996 bis 1998 zeigte - dhnlich unserer Auswer-
tung - bei 23,8% ein Auftreten von Mutationen auf der AS-Position 10. Die Pravao-
lenz von Mutationen auf AS-Position 10 bei vortherapierten Patienten dhnelt der
Medikamenten-naiver Patienten (Brindeiro et al., 2003). Vor allem die Mutationen
L10I sowie L10V werden mit einer vermehrten Progredienz der klinischen Parameter

in Verbindung gebracht (Servais et al.; 2001).

AS-Position 16 ist bisher nicht mit Resistenzen assoziiert und nimmt daher in der
Betrachtung eher eine untergeordnete Rolle ein. Unsere Auswertung zeigte hier in
95,8% den Wildtyp G.

Die Mutationen K20R und K20M sind fUr die Substanzen Indinavir, Ritonavir, Lopina-
vir und Atazanavir als Sekundé@rmutationen beschrieben. Diese fanden sich in der
Datenbank bei 6 (K20M) bzw. 25 Proben (K20R). 51 Proben wiesen die Mutationen

[, Tund V auf, die jedoch zurzeit nicht mit Resistenzen korreliert sind.
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Auf der AS-Position 24 fand sich in unserem Kollektiv bei 98% der Wildtyp L. Diese

Position ist relevant fUr die Substanzen Indinavir, Lopinavir sowie Atazanavir (L24l).

Die Positionen 32 und 33 gehdren ebenfalls zu den AS-Positionen mit nur geringer
Mutationsprévalenz. In unserer Datenbank fand sich fast ausschlieBlich der Wildtyp
(V32 bei 99% und L33 bei 96% der Proben). Neueste Untersuchungen von Svicher
et al. beschreiben die L33F-Mutation als Resistenz-relevant fUr Lopinavir (Svicher et

al., 2005).

Auf AS-Position 36 konnten hingegen haufig Mutationen isoliert werden. Die fur die
Substanzen Indinavir, Nelfinavir und Atazanvir mit Resistenz assoziierte Mutation
M3él fand sich bei 185 der untersuchten Proben (27%).

FUr die Medikamente Amprenavir, Lopinavir/Ritonavir (Kaletra®), Nelfinavir und
Ritonavir stellt die AS-Position 46 eine relevante Sekunddrmutation dar. Diese ist fUr
die Beurteilung von Kreuzresistenzen von besonderer Bedeutung, da diese Position
fUr alle Pls auBer Saquinavir mit Resistenzen assoziiert ist (Condra et al., 1995). 12,5%

der Frankfurter Proben wiesen hier Mutationen auf.

Mutationen auf den Positionen 47, 48 und 50 konnten nur selten gefunden wer-
den. Position 47 zeigte bei 99% der Proben den Wildtyp | und ist relevant fUr die
Substanzen Amprenavir und Lopinavir. Position 48 ist als Sekunddrmutation ledig-
lich fUr Atazanavir beschrieben. Auch hier fand sich Uberwiegend der Wildtyp G
(98%). Position 50 zeigte von allen untersuchten AS-Positionen die niedrigste Muta-

tionsrate mit 0,15%.

AS-Position 54 ist eine mit Sekundd&rresistenz assoziierte Position, die — mit Aus-
nahme von Nelfinavir - in der Literatur fUr alle Substanzen beschrieben wird. Die
haufigste gefundene Mutation stellte die 154V dar; sie fand sich bei 42 Proben
(6,1%). Der Wildtyp | war bei 91% vorhanden.

Mutationen auf Position 63 sind die am hdaufigsten gefundenen Mutationen der
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PR. In unserer Auswertung zeigte sich lediglich in 23% der Wildtyp L. Mutationen auf
AS-Position 63 sind auch bei medikamenten-naiven Patienten hdufig vertreten, da
L63P zum natUrlichen Polymorphismus der PR gehért. DarUber hinaus konnte in ver-
schiedenen Untersuchungen gezeigt werden, dass es sich bei den Mutationen
L63P sowie L63A um kompensatorische Mutationen handelt, die durch eine Ver-
besserung der viralen Fitness fur die Virusreplikation einen Vorteil bringen (Eastman

et al., 1998; Martinez-Picardo et al., 1999).

Die Mutationen A71V und A71T sind fUr alle Substanzen auBer Amprenavir von Be-
deutung. Diese fanden sich bei 5% (A71T) bzw. 11% (A71V) der untersuchten
Proben. Als zusatzliche Mutation fUhren die Sekunddrmutationen A71V sowie A71T
zu einer vermehrten Resistenzbildung fUr die Substanzen Ritonavir, Indinavir sowie

Nelfinavir (Servais et. al; 2001).

Bei Untersuchungen in Frankreich von Chaix et al. konnte die V771-Mutation aus-
schlieBlich bei Infektionen gefunden werden, die durch den Subtyp B
hervorgerufen wurden (Chaix et al., 2003). Bei unserem Patientenkollektiv lag die
Mutationsrate auf dieser Position bei 33%, dabei war auch hier die V77I-Mutation
hauptsdchlich mit Subtyp B assoziiert (97,3%). Jedoch trugen auch Proben mit den
Subtypen CRFO2AG, D, A, C, CRFO6CPX und J diese Mutation (Pravalenz < 1%).

Die Mutation N88S gehdrt zu den Sekunddrmutationen, die unter Nelfinavir-
Therapie beschrieben sind. Diese Mutation scheint jedoch auch positive Auswir-
kungen fUr den Virustradger mit sich zu bringen. Untersuchungen der University of
North Carolina, USA, konnten das Vorhandensein der N88S-Mutation mit einem
gesteigerten Ansprechen auf die Substanz Amprenavir in Verbindung bringen.
DarUber hinaus scheint sie ebenso in Zusammenhang mit einer verminderten
viralen Fitness, einer reduzierten Replikationskapazitdt sowie einer verminderten
Infektiositdt zu stehen (Resch et al.,, 2002). Die Mutation N88S trat in unserem
Patientenkollektiv nur einmal auf. Die Mutation N88D fand sich 13 Mal. Der Wildtyp
N hatte eine Haufigkeit von fast 98%.
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5.1.3 Jahresauswertungen

Die Untersuchung zeitlicher Ver&dnderungen von Mutationsprévalenzen einzelner
AS-Positionen stellt ein wichtiges Instrument zur Beurteilung der Wirksamkeit anti-
retroviraler Medikamente dar. Die zeitlichen Verldufe spiegeln die Entwicklung von
Mutationen wider und kdnnen durch die Zuordnung zu einzelnen Substanzen
wichtige Hinweise fUr ein optimales therapeutisches Konzept geben. Da die HIV-
Therapie keiner starren GesetzmdaBigkeit unterliegt, eignet sich diese Art der Unter-
suchung besonders, um Trendverdndungen in der Resistenzentwicklung zu erken-

nen und diesen somit frGhzeitig begegnen zu kénnen.

Die Jahresauswertung der Mutationsprévalenzen des Frankfurter Patientenkollek-
tivs konzentrierte sich auf die mit Primd&rresistenz assoziierten AS-Positionen. Diese
Untersuchung zeigte bei der PR unterschiedliche Verldufe, die in drei Gruppen

zusammengefaBt werden kdnnen.

Verlaufstyp 1:
= kontinuierlicher Anstieg der Mutationsrate bis zum Erreichen eines Peaks,
danach Rickgang der Mutationen

Dieser Verlauf zeigte sich bei den AS-Positionen 30, 46 und 84 .

Jahresbetrachtung AS-Position 30:

Mutationen auf dieser Position werden derzeit nur der Substanz Nelfinavir zugeord-
net. Die ErsteinfUhrung des Medikamentes Viracept durch den Hersteller Agouron
Pharmaceuticals erfolgte im Mdarz 1997. Mit einer zeitlichen Verzdogerung von
knapp einem Jahr frat im Februar 1998 erstmals bei einem Patienten unseres
Kollektivs die D30ON-Mutation auf. Die Mutationsprdvalenz erreichte im Jahr 2000 ihr

Maximum und fiel danach kontinuierlich ab.
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Jahresbetrachtung AS-Position 46:

AS-Position 46 gilt als Primé&rmutation fUr die Substanz Indinavir. Die ErsteinfUhrung
erfolgte unter dem Handelsnamen Crixivan im Md&rz 1997 durch die Firma Merck.
Erste Mutationen zeigten sich bei dem Frankfurter Kollektiv erst ein Jahr spater, im
Mdérz 1998, als M46L-Mutation. Die Mutationsrate erreichte auch hier ihren Peak im
Jahr 2000. Obwohl die AS-Position 46 eine relevante Sekunddrmutation von
Kaletra® darstellt, kam es nach dessen Markteinfihrung im September 2000

dennoch zu einem Abfall der Mutationsrate.

Jahresbetrachtung AS-Position 84:

Position 84 ist als Primdrmutation fUr die Substanzen Indinavir, Ritonavir sowie
Amprenavir von Bedeutung. Von der prozentualen Verteilung her ergaben sich
nur geringfuogige Schwankungen in der Prdvalenz der Mutationen. Die erste
Mutation zeigte sich bereits im Juni 1996, drei Monate nach EinfUhrung von
Indinavir und Ritonavir. Da Amprenavir erst im April 1999 und Kaletra® im
September 2000 eingefUhrt wurden, muB das Auftreten der 184V-Mutation in den

Jahren zuvor Indinavir bzw. Ritonavir zugeordnet werden.

Bei Untersuchungen der Mutationsprdvalenz der PR von Tamalet et al. in den
Jahren 1997-2002 zeigte sich bei den 3915 Proben von ART-vortherapierten Patien-
ten ein dhnlicher Verlauf. In den Jahren 1997 und 1998 kam es zu einem Anstieg
der Resistenz-relevanten Mutationen. Diese Entwicklung erreichte ihr Maximum
1999 mit 50,9%. AnschlieBend zeigte sich ein konfinuierlicher Abfall der Mu-
tationsrate bis auf 41,7% im 1. Quartal 2002 (Tamalet et al., 2003).

Der RUckgang der Mutationsprévalenz nach Erreichen eines Peaks kann in einer
vermehrten Verordnung von Dreifach-Medikamenten-Kombinationen begrindet
sein, die aufgrund einer verstarkten Suppression der Virenreplikation, bspw. durch

RTV-Boosterung, zu einer geringeren Ausbildung von Mutationen fGhren.
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Verlaufstyp 2:

= geringe kontinuierliche Zunahme der Mutationen

Diese Art des Verlaufs zeigte AS-Position 48.

Jahresbetrachtung AS-Position 48:

Mutationen auf der Position 48 scheinen bisher ausschlieBlich Saquinavir-assoziiert
zu sein. Obwohl Saquinavir bereits im Dezember 1995 eingefUhrt wurde, ergaben
unsere Auswertungen fur die Jahre 1996, 1997, 1998 und 1999 keinerlei Mutationen
auf dieser Position, ebenso keine Mischungen von Wildtyp und Mutation. Im
November 1997 wurde die Substanz Saquinavir in einer weiteren Formulierung
(Fortovase) eingefUhrt. Dennoch fanden sich bei unserem Patientenkollektiv erst
im Jahre 2000 bei 1,8% der untersuchten Proben erste Mutationen. Auch im Jahr

2001 wiesen noch 97% der Proben den Wildtyp auf.

Die Ausbildung von Mutationen auf AS-Position 48 nach Saquinavir-Therapie ist bei
unserem Patientenkollektiv nur gering. Vielmehr zeigte sich unter dieser Substanz
eine Entwicklung von Mutationen auf AS-Position 90. Untersuchungen von Adje et
al. ergaben keine Differenzierung in der PrGvalenz der Saquinavir-assoziierten
Mutationen G48V und L90M. Beide Mutationen wurde bei einem Patienten-
kollektiv von 68 vortherapierten Patienten je einmal beschrieben (Adje et al.,
2001).

Die Zunahme von Mutationen auf einer spezifischen AS-Position kann unterschied-

liche Grinde haben:

- Zunahme der Verordnungen der entsprechenden Medikamente

- Die EinfUhrung eines neuen Medikamentes, welches in diesem Bereich ebenfalls
Mutationen hervorruft

- Suboptimale Therapie mit nachfolgend erhdhter Virusreplikation

- Mangelnde Patienten-Compliance
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Verlaufstyp 3:

= tendentieller ROckgang der Mutationen

Diesem Verlaufstyp k&dnnen die AS-Positionen 82 und 90 zugeordnet werden.

Jahresbetrachtung AS-Position 82:

Obwohl die Substanzen Indinavir und Ritonavir beide erst im Marz 1996 eingefUhrt
wurden, konnte bereits in diesem Monat die erste Mutation auf dieser Position
isoliert werden. Diese Mutation kann jedoch ebenso der Substanz Saquinavir als
mogliche Sekunddrmutation zugeordnet werden. Dass in den Jahren 1996 und
1997 bereits 25% der untersuchten Patienten Mutationen auf Position 82 aufwiesen,
korreliert damit deutlich mit den vorangegangenen MarkteinfGhrungen von Indi-
navir und Ritonavir. In den darauffolgenden Jahren kam es allerdings zu einem
kontinuierlichen Abfall der Mutationsprévalenz. 2001 fand sich bei fast 90% der
untersuchten Proben der Wildtyp V. Dies 1&Bt sich auf den Rickgang der Crixivan-

Verordnungen wegen ausgeprdagter ToxizitGten zurickfUhren.

Jahresbetrachtung AS-Position 90:

Die Mutationsrate der AS-Position 90 bewegte sich Uber die Jahre 1996 bis 2000
auf relativ gleichbleibendem Niveau. 2001 zeigte sich ein Anstieg des Wildtyps auf
fast 90%. AS-Position 90 ist als Prim&rmutation fUr die Substanzen Saquinavir und
Nelfinavir beschrieben. Durch die EinfGhrung von Nelfinavir im Mdarz 1997 hatte
man ein gehduftes Auftreten von Mutationen auf dieser Position erwarten kdnnen.
Diese Entwicklung konnte bei unserem Patientenkollektiv jedoch nicht beobachtet

werden.

FOr die Abnahme an Mutationen kénnen ganz unterschiedliche Grinde ange-
nommen werden: Aufgrund eines entsprechenden Verordnungsverhaltens der
behandelnden Arzte wurden innerhalb bestimmter Zeitrdume einige Pls weniger

verordnet. Oder aber es kommt durch effizientere Therapien seltener zum

-76 -



5 DISKUSSION

Auftreten von Mutationen, bspw. durch eine verbesserte Wirksamkeit, z. B. durch
den Einsatz von geboosterten Medikamenten (Kaletra®, low-dose RTV) oder durch
Mehrfach-Medikamenten-Kombinationen. Ein weiterer Grund kann in der Ver-
besserung der Patienten-Compliance durch Reduzierung der Tablettenmenge
liegen. Eventuell wurden aber auch die Sequenzierungsdaten vermehrt wahrend

der ART-Pausen erhoben.

5.2 Mutationsentwicklungen

Aufgrund des breiten Einsatzes von antiretroviralen Medikamenten steigt die Zahl
der Ubertragungen von resistenten Viren. Dies zeigt sich in einem generellen An-
stieg der Mutationsprévalenzen auch bei ART-naiven Patienten (Little et al., 2002;

Simon et al., 2002; Yerly et al., 2001; Duwe et al., 2001; Oette e al., 2007).

Chaix et al. untersuchte in einer Pré&valenz-Studie 249 ART-naive Patienten und
fand bei 6% dieses Patientenkollektivs bereits Primdrmutationen im Bereich der PR.
DarUber hinaus konnte allerdings kein weiterer Anstieg der Mutationsrate in dem
Beobachtungszeitraum von 1999-2000 dargestellt werden. Bei den Patienten
zeigte sich zusatzlich eine geringere VL bei héherer CD4+-Zellzahl verglichen mit
vorbehandelten Patienten, die ansonsten dhnliche Kriterien aufwiesen (Chaix et
al., 2003). Die Entwicklung dieser klinischen Parameter deutet auf eine durch die
Resistenzmutationen induzierte Reduktion der viralen Fitness hin (Martinez-Picado

et al., 1999; Mammano et al., 2000).

Studien in Italien zeigten bei frisch infizierten Patienten eine Mutationsprévalenz in
der PR von 5,9% (Violin et al., 2002) und unterstreichen damit die Ergebnisse der

vorgenannten franzésischen Untersuchung.

Die Préavalenz der primdren HIV-Medikamentenresistenz wurde ebenfalls in einer
sechsjahrigen Studie in Nordrhein-Westfalen bei chronisch Infizierten untersucht

und betrug rund 10%. In den meisten Fdllen wurden NRTI-assoziierte Mutationen
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gefunden; 2,4% wiesen Pl-assoziierte Resistenzen auf. Risikofaktoren fUr eine

Primdarresistenz konnten nicht identfifiziert werden (Oette et al., 2007).

Bei Untersuchungen der I. CO N. A. Study Group in Italien fanden sich bei 78,1%
der untersuchten langzeitinfizierten, nicht vortherapierten Patienten eine oder
mehrere Mutationen. Ein Auftreten von Mutationen auf mit Primdrmutationen
assoziierten AS-Positionen zeigte sich jedoch nur bei 1,4% der Patienten. Diese Er-
gebnisse zeigen ein eher geringes Auffreten von Resistenzmutationen bei
medikamenten-naiven Patienten, im Gegensatz zur Prdvalenz von Sekun-

daérmutationen (Kijak et al., 2002; Perno et al., 2002).

Studien von Tamalet et al. machen auBerdem deutlich, dass die
Mutationsprévalenz mit der Substanzklasse variiert. In einer Untersuchung mit 4442
Patienten zeigten 78,3% Resistenzmutationen fUr NRTIs, hingegen nur 38,9% fir
NNRTIs und 47% fOr Pls. Die hohe Mutationsrate bei den NRTIs kdnnte in einer
suboptimalen Monotherapie begrindet sein, wie sie zu Beginn der ART hdufig
eingesetzt wurde. Ebenso wird deutlich, dass vorbehandelte Patienten eine

héhere Mutationsprdvalenz aufzeigen (Tamalet et al., 2003).

Zusammenfassend kann die Aussage getroffen werden, dass die Pravalenz sowonhl
der Primdr- als auch der Sekunddrmutationen unter ART, im Vergleich zu ART-
naiven Patienten, deutlich hdéher ist. Die Auswertung der Frankfurter HIV-
Resistenzdatenbank bestatigte diese Ergebnisse. DarUber hinaus zeigte sich eine
generell geringe Mutationsprévalenz der PR, vor allem im Bereich der
Prim&rmutationen. Dennoch zeigen zahlreiche Studien mit genotypischen
Resistenztestungen ein Ansteigen von mutierten Viruspopulationen bei zuvor
unbehandelten  Patienten mit  daraus resultierenden  priméren  HIV-
Medikamentenresistenzen. Diese Ergebnisse lassen Resistenztestungen vor Beginn

einer ART sinnvoll erscheinen.
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5.3 Low-Level-Auswertung

Bei der Auswertung der Sequenzierungsdaten wiesen 33 Patienten unseres Kollek-
tivs zum Zeitpunkt der Sequenzierung eine VL von <1.000 Kopien pro ml Blut auf.
Daraus ergab sich die Fragestellung, inwieweit bereits eine geringe Menge an
Virusmaterial ausreicht, um bei Genotypisierungen aussagekraftige Ergebnisse zu

erzielen.

Die Genotypisierungsergebnisse konnten hier eine deutliche Korrelation zwischen
den gefundenen Mutationen und den vorangegangenen Pl-Therapien zeigen. Bei
der Betrachtung mehrerer Genotypisierungsdaten eines Patienten zu unterschied-
lichen Zeitpunkten zeigte sich, dass Mutationen nach Absetzen des jeweiligen Pls
noch einige Wochen bis Monate bestehen bleiben, bis es zu einem spd&teren Zeit-

punkt wieder zur Selektionierung des Wildtyps kommt (Hance et al., 2001).

Patient T (SIWA):
Patient SIWA wird ausfUhrlich im nachfolgenden Kapitel ,Patientenverldufe’

erldutert.

Patient 2 (MAMA):

Bei diesem Patienten zeigte sich die Ausbildung der typischen NFV-Mutation D30ON
nach vorangeganger Nelfinavir-Therapie. Die 46-Mutation, als Sekunddrmutation
von NFV, fUhrte zu einer Kreuzresistenz fUr IDV. Auch dieser Patient wird ausfUhrlich

im Kapitel ,Patientverldufe’ diskutiert.

Bei Patient 3 (NOBA) erfolgte die Genotypisierung wdhrend der Pl-Therapie und
zeigte den direkten Zusammenhang zwischen den detektierten Mutationen auf
den Positionen 46 und 84 und der PI-Therapie mit IDV und RTV. FUr Patient 4 (MIME)
erfolgte die Genotypisierung 3 Jahre nach Absetzen von INV, FOV und NFV, wobei
die Therapie mit IDV und RTV weitergefUhrt wurde. NFV wurde nur drei Monate
eingenommen. Die Ausbildung der L?0M-Mutation kdnnte durch alle der von

diesem Patienten eingenommenen Medikamente hervorgerufen worden sein. Im
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Fall von Patient 5 (MEBI) zeigte sich nach Nelfinavir-Einnahme die typische D30N-
Mutation. Trotz dieser Resistenz-Mutation (D30N) fanden sich bei diesem Patienten
dennoch eine konstant niedrige VL bei stabiler CD4*-Zellzahl. Bei Patient 6 (HOFR)
wurden alle Pls ca. 2,5 Jahre vor dem Zeitpunkt der Genotypisierung abgesetzt.
Die noch vorhandene Mischung D30D/N 14Bt allerdings darauf schlieBen, dass es
unter der NFV-Therapie auch hier zur Ausbildung der D30N-Mutation gekommen
ist. Bei Patient 7 (MIBR) wurden die beiden Pls IDV und RTV 1,5 Jahre vor der
Genotypisierung abgesetzt. Dennoch kam es nicht zur RUckbildung der
Resistenzmutation auf Pos. 82. Bei diesem Patienten zeigte der Verlauf eine Uber 4
Jahre hinweg niedrige VL bei hoher CD4*Zellzahl. Dies |48t auf eine gute
Suppression der Virusreplikation schlieBen. Dennoch kam es zur Ausbildung von
Prim&rmutationen, die aber auf den klinischen Verlauf keinen groBen EinfluB zu
haben schienen. Dies kdnnte in der zusatzlichen NRTI- und NNRTI-Therapie
begrindet sein. Auch bei Patient 8 (THZE) zeigte sich nach NFV-Therapie die
typische D30N-Mutation. Die Genotypisierung erfolgte unter NFV-Therapie.

Patient STSC nimmt bei dieser Betrachtung eine Sonderstellung ein. Bei der
Genotypisierung zeigte sich eine Prim&rmutation auf Pos. 82, die vorangegangene
PI-Medikation 18Bt diese allerdings als Sekunddrmutation interpretieren. Trotz zwei-
jé@hriger NFV-Therapie kam es bei diesem Patienten nur zur Ausbildung von
Sekundé@rmutationen (36, 71, 82). Allerdings bildet die Mutation auf AS-Pos. 82

aufgrund von Kreuzresistenzen eine Primdarresistenz fur die Substanzen IDV und RTV.

5.3.1 Resistenz-Entwicklung unter Nelfinavir-Therapie

Bei dem Patientenkollektiv der Low-Level-Patienten lassen sich nachfolgende Aus-

sagen zur Thematik der Nelfinavir-Resistenz treffen:

Bei vier Patienten zeigte sich nach einer Nelfinavir-Therapie eine isolierte D30N-
Mutation, bei bestehendem Wildtyp auf Position 20 (MAMA, MEBI, THZE, HOFR). Bei

zwei der untersuchten Low-Level-Patienten kam es trotz gefundener Nelfinavir-
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Resistenz durch eine D30ON-Mutation nicht zu einem Therapieversagen (MEBI, THZE)
im Hinblick auf die klinischen Parameter. Nur bei einem der untersuchten Low-
Level-Patienten zeigte sich unter Nelfinavir-Therapie eine Mutation auf AS-Position
90. In der Vortherapie hatte dieser Patient neben Nelfinavir auch Invirase und
Fortovase erhalten, die beide ebenfalls Mutationen auf Position 90 beguUnstigen.
Daher kann die Mutation auf dieser Position nicht eindeutig Nelfinavir zuge-
schrieben werden (MIME). Bei einem Patienten (STSC) kam es auch nach 2-

jahriger Nelfinavir-Therapie nicht zur Ausbildung von Primdrmutationen.

Wie bereits unter 5.1.1 erldutert, scheint laut einer Untersuchung von Miller in 2001
die Tatsache, ob sich Resistenzmutationen unter Nefinavir-Therapie auf AS-Position
30 oder auf Position 90 ausbilden, damit zusammenzuh&ngen, inwieweit Nelfinavir
als Monotherapie oder im Rahmen einer Kombinationstherapie appliziert wird und
um welchen Virus-Subtyp es sich handelt. Nelfinavir als Monotherapie fGhrt verstart
zur Ausbildung der D30ON-Mutation. Sowohl in der Kombinationstherapie als auch
im Rahmen von Vortherapien mit anderen antiretroviralen Medikamenten zeigt
sich hier eher die Ausprédgung der L90M-Mutation (Miller, 2001). Die Auswertung
unseres Low-Level-Kollektivs konnte diesen Zusammenhang bestatigen, wobei
keine Daten zum Subtyp vorlagen. Bei Patienten mit Nelfinavir als Monotherapie
fand sich ausschlieBlich die D30N-Mutation, bei bestehendem Wildtyp auf Position
90. Mutationen auf AS-Position 90 fanden sich vermehrt bei Patienten mit

Mehrfach-PI-Therapie bzw. umfangreichen Vortherapien.

Die Auswertungen der Low-Level-Patienten konnten zeigen, dass Sequenzierun-
gen auch mit geringem Virusmaterial durchfUhrbar sind und aussagefdhige
Ergebnisse erzielen. Die gefundenen Mutationen passten sowohl zu den
entsprechenden Vortherapien als auch zu den klinischen Parametern, wie VL- und

CD4+*-Entwicklung, die sich in der Folgezeit darstellten.

Die Genotypisierung ist also auch bei Patienten mit einer Virusbeladung von
<1.000 Viruskopien pro ml Blut eine geeignete Methode, um Fragestellungen nach

Therapieverlufen, Mutationen und Resistenzentwicklungen zu beantworten.
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5.3.2 Patientenverlaufe

Ziel dieser Patientenauswertungen war es festzustellen, inwieweit eine Korrelation
zwischen dem klinischen Verlauf und den Ergebnissen der Genotypisierungen ge-

zeigt werden kann.

Patient 1 (SIWA):

Bei dem ersten Patientenverlauf handelt es sich um einen massiv vorbehandelten
Patienten. In den Jahren vor der ersten Genotypisierung im November 1999 bein-
haltete seine Pl-Therapie die Substanzen Saquinavir, Indinavir, Nelfinavir und Rito-

navir.

Der graphische Verlauf von VL und CD4*-Zellzahl zeigt ein reziprokes Verhalten
dieser beiden klinischen Parameter zueinander; ein Anstieg der VL resultiert, mit
geringer zeitlicher Verzdgerung, in einem Abfall der CD4*-Zellzahl. Konnte im
Rahmen einer suffizienten Therapie die Virusreplikation reduziert werden, spiegelte
sich dies nach kurzer Zeit in einem leichten Anstieg der CD4*-Zellzahl wider. Sehr
deutlich wird dieser Zusammenhang an dem Plateau der VL-Linie wdhrend einer
ART-Pause zwischen Juli 1998 und Md&rz 1999 bei Werten von 1.000.000 Viren/ml Blut
und dem dazugehdrigen Zusammenbruch des Immunsystems auf Werte von nur
noch 2 bzw. 3 CD4+Zellen. Ein erneuter Therapieversuch im Mdarz 1999 mit
Nelfinavir, Ritonavir und Indinavir fGhrte rasch zu einer klinischen Verbesserung. Es
kam zu einem Abfall der VL um 3 log10-Stufen mit damit verbundenem Anstieg
der CD4*-Zellen auf Uber 20 pro ul Blut. Aufgrund einer Laktatazidose muBte die
Therapie am 01.07.1999 unterbrochen werden. Die darauffolgende Therapiepause
fUhrte innerhalb weniger Wochen zu einem erneuten VL-Anstieg um 2 logl0-
Stufen. Zum Zeitpunkt der ersten Sequenzierung im November 1999, ebenso wie
bei den Sequenzierungen im Dezember 1999 und Januar 2000, erhielt der Patient
als Medikation ausschlieBlich RTls. Die Sequenzierungsergebnisse der PR zeigten in

diesen Zeitrdumen jeweils nur die L63P-Mutatation, was darauf hindeutet, dass es
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zu einer RUckbildung etwaiger Mutationen wdhrend der Pl-Therapiepause
gekommen sein muB. Kommt es durch das Absetzen der ART zu einer Reduktion
des Selektionsdrucks, resultiert dies hdaufig in einer Verschiebung der Virus-

population in Richtung Wildtyp (Izopet et al., 2002).

Da die ausschlieBliche RTI-Therapie zu keiner akzeptablen Verbesserung der
klinischen Parameter fUhrte, wurde die Therapie im Januar 2000 erneut um die Pls
Indinavir und Ritonavir ergdnzt. Dies fUhrte erneut zu einem raschen Abfall der VL
um 2 log10-Stufen und parallel hierzu zu einem leichtem Anstieg der CD4*-Zellzahl.
Dieser Therapiewechsel fuhrte jedoch bereits nach zwei Monaten zur Ausbildung
von zahlreichen Mutationen, die sich bei der Sequenzierung im Mdarz 2000 auf den
Positionen 20, 46, 63, 71, 84 und 90 darstellten. Das Auftreten dieser fur Indinavir,
Rifonavir, Saquinavir und Nelfinavir typischen Mutationen kann als Re-
selektionierung bereits frUherer Mutationen durch den erneuten Selektionsdruck
interpretiert werden. Dies bedeutete fUr den Patienten das Vorhandensein von

Resistenzen fUr alle bis zu diesem Zeitpunkt zugelassenen Pls.

Eine erneute ART-Pause von Mai bis August 2000 fUhrte auch hier wieder zu einem
Anstieg der VL um 2 logl0-Stufen, verbunden mit einer RUckbildung aller
Mutationen, bis auf die L63P-Mutation, wie eine Sequenzierung im August zeigte.
Zeitgleich wurde ein neuer Therapieversuch unternommen; zusatzlich zu drei RTIs
erhielt der Patient Fortovase sowie im Rahmen einer klinischen Studie das kurz vor
der Zulassung stehende Kaletra®. Diese neue Therapie fUhrte innerhalb von zwei
Wochen zu einer VL-Reduktion um 2 logl0-Stufen und nach weiteren drei
Monaten um nochmals 1 logl10-Stufe. Die Anzahl der CD4*Zellen stieg
kontinuierlich an, bis zu einem Hochststand von 95 Zellen im Mai 2001.
Genotypisierungen zeigten in diesem Zeitraum wieder lediglich die L63P-Mutation
(August und Oktober 2000) sowie zusatzlich eine Mischung auf Position 71 im
November 2000. Die Kombination der Protease-Hemmer Kaletra® und Fortovase
fUhrte bei diesem Patienten zu einer deutlichen Verbesserung der klinischen
Parameter, was sich genotypisch darin bestatigte, dass es in einem Zeitraum von 9

Monaten zu keiner Ausbildung von Primdrmutationen kam.
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Aufgrund einer symptomatischen HyperlaktatGmie im April 2001 wurden die RTI-
Medikamente abgesetzt und die Pl-Therapie mit Kaletra® und Fortovase beibe-
halten. Ende Mai kam es dann allerdings erneut zu einem Anstieg der VL um 2
log10-Stufen. Eine Sequenzierung zu diesem Zeitpunkt zeigte eine
Reselektionierung aller bereits im Md&rz des vergangenen Jahres vorhandenen
Mutationen, mit einer zusdtzlichen Mutation auf Position 10. In  den
darauffolgenden Wochen kam es zu einem weiteren Ansteigen der VL um eine
weitere log10-Stufe, wobei die CD4*-Zellzahl zundchst noch konstant blieb. Eine
Sequenzierung im Juli 2001 zeigte die identischen Mutationen wie bei der
Untersuchung zuvor. Aufgrund der Mutationsvielfalt wurde erneut eine ART-Pause
eingelegt, die zu einem weiteren Anstieg der VL fUhrte. Der Abfall der CD4*-Zellen
trat mit einer zeitlichen Verzégerung von einigen Wochen ein, war aber
dramatisch. Im September war die CD4*-Zellzahl wiederum nur noch einstellig und
die VL auf 750.000 angestiegen. Sequenzierungen im September und Oktober
zeigten die erwartete, fast vollstdndige RUckbildung der Mutationen. Im
November wurde ein weiterer Therapieversuch mit Kaletra® und Fortovase
unternommen. Dieser fUhrte zundchst erfolgreich zu einer Reduktion der
Virusbeladung um 2 logl10-Stufen; dieser Erfolg konnte aber nur 6 Wochen
gehalten werden. Den Grund fUr das erneute Therapieversagen machte die
Sequenzierung im Januar 2002 deutlich. Es fanden sich Mutationen auf fast allen
AS-Positionen. Kaletra® versagte aufgrund der Kreuzresistenzen. Eine erneute
Therapiepause fUhrte zwar wiederum zu einer RUckbildung der Mutationen, wie
die Sequenzierung im April 2002 zeigte, es kam aber dennoch zu einem weiteren
Anstieg der Virusbeladung und einem Abfall der CD4+*-Zellen auf nur noch 3

Lellen/ul Blut.

Die Betrachtung dieses Patienten konnte die Aussagefdhigkeit der Ergebnisse von
Genotypisierungen bei hoher VL (>1000 Kopien/ml Blut) im Vergleich zu
Untersuchungen mit nur geringem Virenmaterial (<1000 Kopien/ml Blut) Uber-
prufen. Die Ergebnisse der Genotypisierung im Oktober 2000 bei einer VL von

<1000 korrelierten exakt mit der dazugehdrigen Therapie bzw. Therapiepause und
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erschienen auch in Bezug auf die vorangegangenen sowie nachfolgenden
Sequenzierungsergebnisse stimmig. DarUber hinaus zeigte sich deutlich die Aus-
bildung bzw. die Reselektionierung von Mutationen unter Selektionsdruck sowie

deren RUckbildung unter ART-Pause.

Patient 2 (MAMA):

Patient 2 erhielt ab dem 01.02.1999 Nelfinavir als einzigen Pl ohne eine ART-Pause
wdahrend unseres Auswertungszeitraumes. Zuvor wurde er ausschliesslich mit RTIs
behandelt. In dieser Zeit zeigten sich groBe Schwankungen sowohl bei der VL als
auch bei der Anzahl der CD4*-Zellen. Die Aufnahme eines zusatzlichen Pls in die
Therapie erfolgte nach einer Therapiepause, die von Oktober 1998 bis zum
31.01.1999 andauerte. In diesem Zeitraum wurde die héchste VL gemessen und
auch die CD4*-Zellen erreichten ihren Tiefstwert. Die erneute Aufnahme einer ART
am 01.02.1999 fUhrte zu einem raschen Abfall der VL und zu einer Erholung der
CD4+*Zellen und macht den Erfolg einer ART deutlich. Bei der ersten
Sequenzierung im Februar 2000 zeigte sich auf Position 30 die als Prim&rmutation
fOr Nelfinavir bekannte D30N-Mutation. Auf den Positionen 46, 71, 77 und 88
fanden sich zusatzlich noch Sekunddrmutationen fUr Nelfinavir. Die Mutation auf
AS-Position 46 fUhrte darUber hinaus zu einer Kreuzresistenz fur Indinavir. Dennoch
wurde die Therapie beibehalten und obwohl aufgrund der Nelfinavir-Resistenz ein
vollstdndiges Therapieversagen hatte erwartet werden mussen, war dies nicht der
Fall. Es zeigte sich zwar eine Low-level-Replikation, die VL blieb jedoch konstant
niedrig, wenn auch mit leichten Schwankungen, zwischen 6.400 kurz nach
Therapiebeginn und 40 Viruskopien pro ml Blut; die CD4*-Zellzahl bewegte sich
zwischen 339, ebenfalls kurz nach Therapiebeginn, und 582 Zellen pro ul Blut. Die
zweite Sequenzierung im September 2001 zeigte eine fast identische Verteilung
der Mutationen. Eine mogliche Erklarung fir den Mischtyp D30D/N kdnnte eine
Kontamination des Serums mit zelluldrer viraler DNA unter der Blutentnahme sein.
Zum Zeitpunkt dieser Sequenzierung hatte der Patient eine VL von 630 Viren/ml

Blut. Bei dieser relativ geringen Anzahl von Viruskopien kdnnte eine Kontamination
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mit zelluldrer viraler DNA, die den Wildtyp enthdlt, bereits zu dem Bild des
Mischtyps fUhren. Eine weitere ErklGrungsmdglichkeit fOr das Auftreten des
Mischtyps bieten Schwankungen in der Compliance. Das Ausbleiben eines
Therapieversagens trotz der zahlreichen Resistenzmutationen kénnte darauf
zurUckzufUhren sein, dass eben diese zu einer Schwdchung der viralen Fitness mit
nachfolgender Reduzierung der Replikation gefUhrt haben. Eine weitere ErklGrung
kénnte ein gutes Ansprechen der RTls sein mit damit verbundener Kompensation
des Wirkverlustes von Nelfinavir. Allerdings hatte sich zuvor gezeigt, dass erst die
Kombination von RTls mit einem Pl zu einer andauernden Reduzierung der VL
fGhrte.

Die Untersuchung dieser beiden Patientenverldufe zeigte sehr deutlich die
reziproke Korrelation zwischen der VL und der CD4*-Zellzahl. Auch spiegelte sich in
den Ergebnissen der Genotypisierungen der jeweilige klinische Verlauf wider. Die
RUckbildung von Mutationen wdhrend der Therapiepausen konnte ebenso wie
die Reselektionierung von Mutationen unter erneutem Selektionsdruck dargestellt

werden.

Weitere Aussagen Uber den préadiktiven Wert von Genotypisierungen ergab die
LOPSAQ-Studie, eine Doppel-PI-Studie aus Frankfurt. Hierbei wurden 121 massiv
vortherapierte Patienten untersucht, die multiple RTI-Resistenzen oder toxische
Nebenwirkungen nach RTl-Therapie aufwiesen. Diese Patienten erhielten 24
Wochen eine Doppel-Pl-Therapie, bestehend aus Lopinavir/r und Saqguinavir. Die
Untersuchung ergab 77 Responder und 38 Non-Responder, wobei der Unterschied
zwischen der Gruppe der Responder zu den Non-Respondern in der CD4*-Zellzahl
zu Beginn der Studie sowie in der Anzahl der PI-Mutationen unter der
vorangegangenen Therapie lag. Die Responder zeigten im Median eine CD4*-
Zellzahl von 196/ul Blut bei nur 2 PI-Mutationen. Die Gruppe der Non-Responder
wies hingegen im Median nur 66 CD4*Zellen/ul Blut, jedoch 8 PI-Mutationen auf.
Diese Studie konnte zeigen, dass der Ausgangswert an CD4*-Zellen sowie die
Anzahl der vorbestehenden Mutationen von entscheidender Bedeutung fur das
Ansprechen einer ART sind und machen somit den prdadiktiven Wert von

Genotypisierungen deutlich (Staszewski et al., 2004).
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5.4  Veranderungen der Mutationen

Bei dieser Auswertung lag der Fokus auf Ver@Gnderungen in der Mutations-
pravalenz, die sich wdhrend Therapiepausen und nachfolgender erneuter
Medikation ergeben. Welche Mutationen bildeten sich wdhrend einer
Therapiepause vollstandig zurGck, bei welchen erfolgte ein Wechsel zur Mischung
Wildtyp/Mutation, und welche Mutationen traten nach erneuter Therapie rasch

wieder auf bzw. welche verschwanden dauerhaft2

Bei 28 Patienten unseres Kollektivs lagen ausreichende Sequenzierungsdaten vor,
die jeweils die Zeitrdume eines beginnenden Therapieversagens, wdhrend der

Therapiepause sowie nach erneuter Behandlung beinhalteten.

Bei 2 von 10 Patienten bildeten sich bestehenden Mutationen auf der AS-Position
10 wdhrend der Therapiepause zurUck, wurden allerdings nach erneutem
Therapiebeginn wieder selektioniert. Bei einem Patienten kam es zu einem
Wechsel der L10I-Mutation zur L10F-Mutation. Auch auf der Position 20 bildeten
sich 3 von 4 Patienten die Mutationen zurGck, die allerdings nach erneuter
Medikation reselektioniert wurden. Auf den Positionen 24, 32, 47, 48 sowie 84 zeigte
sich bei allen untersuchten Patienten wdhrend der Therapiepause der Wildtyp.
Auch hier kam es nach erneutem Therapiebeginn bei allen Patienten zu einer
Resektionierung der Mutationen. Die Therapiepause als Methode zur langfristigen

Reduktion von Mutationen fand hierbei keine Bestatigung.

Bei einem Patienten zeigte sich auf Position 16 die Mutation G16A. Diese
verschwand wdhrend der Pause und frat auch nicht erneut wieder auf. Da diese
Mutation zum jetzigen Zeitpunkt nicht mit Resistenzen assoziiert ist, durfte der

Patient hiervon kaum profitiert haben.

Die Mutation L33F zeigte sich bei 2 Patienten im Rahmen einer geboosterten
Amprenavir-Therapie. Diese verschwanden unter der Therapiepause und wurden
nur bei einem Patienten erneut reselektioniert. Diese Mutation wird in der aktuellen

Literatur im Zusammenhang mit einer Therapie mit Ritonavir geboosterten
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Substanzen, wie Amprenavir, Lopinavir und Tipranavir, beschrieben (Croom et al.,

2005; Marcelin et al., 2004; Svicher et al., 2005; Mo et al., 2005).

Die AS-Position 60 wird in der Literatur nicht mit Resistenzen assoziiert. Bei einem der
untersuchten Patienten kam es allerdings wdhrend einer Therapiepause zur
RUckbildung dieser Mutation und zur nachfolgenden Reselektionierung nach

erneuter Therapie.

Bei den AS-Positionen 63 und 71 der Protease handelt es sich zum Teil auch um
Positionen, die den natlrlichen Polymorphismus einschlieBen. Mutationen auf
diesen Positionen stellen keinen Nachteil fUr die ReplikationsfGhigkeit des Virus dar

und blieben daher in Therapiepausen hdufig bestehen.

Besonders hervorzuheben sind die unter Lopinavir neu aufgetretenen Mutationen:
= 147 1/V

= 154V

= 184 A

Die Ergebnisse dieser Untersuchung decken sich mit denen der Low-Level-Aus-

wertung.

Unter Therapiepause kam es zur Ausbildung der Mutationen G16E und G73I. Wie
unter 5.1.2 erldutert, handelt es sich hierbei um Sekunddrmutationen, deren
Konsequenz erst im Rahmen einer erneuten antiretroviralen Therapie zu beurteilen

ist.

Therapiepausen werden beim Auftfreten von toxischen Nebenwirkungen
eingesetzt, aber auch bei Therapieversagen aufgrund von Multiresistenzen.
Obwohl Therapiepausen in den meisten Fallen sowohl zu einem Anstieg der VL als
auch zu einen Abfall der CD4*-Zellen fOhren, bieten sie dennoch die Chance,
multiresistente Viruspopulationen zu reduzieren (Youle et al., 2000; Devereux et al.,
1999; Delaugerre et al., 2001; Deeks et al., 2001, Miller et al., 2000, Tebas et al.,
2002).
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Eine Studie in den USA von Lawrence et al. untersuchte multiresistente Patienten
auf Verdnderungen von klinischen Parametern unter Therapiepause. Bei der
ersten Studiengruppe wurde eine 16-wdchige Therapiepause eingelegt, an deren
Ende wieder eine optimale Therapie erfolgte. Die Kontrollgruppe wurde von
Beginn an auf eine ihren Mutationen angepaBte Therapie eingestellt. Bei 64% der
Patienten aus der Studiengruppe verschwanden wdhrend der ersten vier Monate
die Mutationen teilweise oder vollstGndig, und es kam zur Reselektfionierung des
Wildtyps. Hiermit verbunden war allerdings auch ein Anstieg der VL verbunden mit
einem Abfall der CD4+*-Zellzahl. Auch nach erneuter Therapie im Anschlu8 an die
16-wbchige ART-Pause blieb die CD4+Zellzahl in der Studiengruppe unter den
Werten der Konftroligruppe. Die Virusbeladung ndherte sich in beiden Gruppen
nach etwa 12 Monaten an. Die Progression der Erkrankung war in der
Studiengruppe signifikant erhéht. Bei dieser Patientengruppe konnten keine
immunologischen oder viologischen Vorteile gegentber der Kontrollgruppe
nachgewiesen werden. Die Lebensqualitdt war in beiden Gruppen gleich.
Insgesamt wurden die Ergebnisse der Versuchsgruppe schlechter beurteilt als die
der Kontrollgruppe. 16 Wochen Therapiepause wurden als ausreichend beurteilt,
den groBtmdglichen Switch von resistenten Viren zum Wildtyp zu erreichen, bei
gleichzeitiger Risikoreduzierung eines ausgeprdagten Abfalls der CD4*-Zellzahl
(Lawrence et al., 2003). Dieser Zeitraum entspricht auch den Daten einer Studie
von Deeks et al., die die Reversion zum Wildtyp innerhalb von 2 — 15 Wochen nach

Unterbrechung einer ART beschreibt (Deeks et al., 2003).

Die SMART Study Group, Harlem Hospital Center and Columbia University, New
York, verglich eine kontinuierliche antiretrovirale Behandlung mit einer an der
CD4+*-Zellzahl orientierten, episodischen ART. Hierbei ergab sich ein signifikant
hoheres Risiko fUr opportunistische Erkrankungen oder sogar den Tod bei der
Gruppe der nur episodisch behandelten HIV-Patienten (SMART Study Group,
2006).

Nach wie vor wird die Sinnhaftigkeit von Therapiepausen kontrovers diskutiert.

Studien von Katlama et al. beschreiben einen Benefit, zahlreiche andere Unter-
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suchungen stehen dieser Art des Therapieregimes jedoch d&uBerst kritisch

gegenuber (Katlama et al., 2004; Delaugerre et al., 2001; Ghosn et al., 2005).

Die Analyse der Frankfurter Low-level-Daten hinsichtlich dieser Fragestellung
ergab, dass es sich bei der RUckbildung der Mutationen wdahrend der
Therapiepausen nur um einen tempordren Erfolg handelte, der darGber hinaus
noch mit einer Verschlechterung der klinischen Parameter verbunden war. Bei
allen Patienten, bei denen es nach erneutem Therapiebeginn zu einer
Reselektionierung der urspringlichen Mutationen kam, war dieses mit einem
erneuten Therapieversagen verbunden. DarUber hinaus zeigte sich, dass auch bei
einem bereits vielfach mutierten HIV-Genom zusdtzliche Mutationen selektioniert
werden kénnen. Zusammenfassend gesehen, konnte die STl zu keiner langfristigen
Reduktion der Resistenzen fUhren. ART-Pausen als ,,neue Therapie-Mdglichkeit" bei
Therapieversagen scheinen nur dann den erhofften Erfolg zu bringen, wenn die
erneute Therapie mit Medikamenten erfolgt, die keine der alten Mutationen

reselektionieren.
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55 SchluRbemerkung

Zahlreiche Mutationen im HIV-Genom kdnnen zum einen aufgrund nachfolgend
eingeschrdankter viraler Fitness und somit Reduktion der Replikationsféhigkeit fur
den Virustrdger von Vorteil sein; in der Mehrzahl der untersuchten Falle fGhren sie
jedoch zu einem Therapieversagen und sind daher fUr den Patienten und dessen

Behandlung als GuBerst problematisch anzusehen.

Die Transmission von resistenten Viren scheint sich in Zukunft zu einem weiteren
Problem in der Therapie der HIV-Infektion zu entwickeln. Untersuchungen der
McGill University in Kanada zeigten bei frisch infizierten Patienten, die zwischen
1997 und 1999 sequenziert wurden, bereits ein Vorkommen von 15% an
Primérmutationen (Brenner et al., 2000). Weitere Studien fanden bei 78% der HIV-
Infizierten Resistenzmutationen, die eine Resistenz gegen wenigstens ein anti-

retrovirales Medikament aufwiesen (Richman et al., 2001; Susman et al., 2002).

Die Fortschritte der vergangenen Jahre in der Entwicklung neuer antiretroviraler
Substanzen zur Therapie der HIV-Infektion sind unumstritten. Dennoch sind HIV und
AIDS trotz der zahlreichen zugelassenen Medikamente und der derzeitigen
Empfehlung von Kombinationstherapien und Boosterung auch heute nach wie vor
nicht heilbar. Solange die Forschungen an der Entwicklung eines Impfstoffes noch
nicht abgeschlossen sind, muB ein Schwerpunkt auch in Zukunft in der

Infektionsprdvention zu sehen sein.
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Die Erstellung und Auswertung der Frankfurter HIV-Resistenzdatenbank dient der
Analyse von Prévalenzen von Primdr- und Sekunddrmutationen im HIV-Genom fUr
die spezifischen antiretroviralen Medikamente sowie der Untersuchung von

Korrelationen von Punktmutationen in der Protease mit klinischen Parametern.

Die hier vorgestellte allgemeine Datenbankauswertung bestatigte die in der
Literatur beschriebene nur geringe Mutationsprdvalenz in der Protease, sowohl im
Bereich der Primdrmutationen (AS-Pos. 30, 46, 48, 50, 82, 84 und 90) also auch der
Sekunddrmutationen. Ebenso zeigte sich, dass die Ausbildung von Mutationen
unter Selektionsdruck durch eine antiretrovirale Therapie deutlich Uber der von

ART-naiven Patienten liegt.

Die Untersuchung von Patienten mit niedriger Virusbeladung (Low-level-Patienten)
konnte zeigen, dass auch bei Sequenzierungen mit geringem Virusmaterial
aussagefdhige Ergebnisse zu erzielen sind. Die Mutationen passten sowohl zu den
entsprechenden Vortherapien als auch zu den klinischen Parametern, wie Viruslast
und CD4*Zellzahl. Das Verfahren der Genotypisierung stellt daher auch for
Patienten mit einer niedrigen Viruslast (< 1000 Kopien/ml Blut) eine geeignete
Methode dar, um Fragestellungen nach Mutationen, TherapieverlGufen und
Resistenzentwicklungen zu beantworten. Die Analyse von Patientenverlufen aus
dem Low-level-Kollektiv bestatigte die reziproke Korrelation zwischen Viruslast und
CD4+*-Zellzahl. Auch hier spiegelte sich in den Ergebnissen der Genotypisierungen

der jeweilige klinische Verlauf wider.

Die Auswertung von Mutationsverdnderungen unter Therapiewechseln bzw. ART-
Pausen lasst den Erfolg von Therapiepausen zur RUckbildung von Mutationen
kritisch betrachten. Bei dem Frankfurter Kollektiv kam es bei allen Patienten nach
erneutem Therapiebeginn zu einer Reselekfionierung der urspringlichen
Mutationen und war mit einem erneuten Therapieversagen verbunden. Die STI

konnte hier zu keiner langfristigen Reduktion der Resistenzen fUhren. Ebenso wurde
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deutlich, dass auch bei einem bereits vielfach mutierten HIV-Genom zusdtzliche

Mutationen selektioniert werden kdnnen.

Insgesamt gesehen zeigen die Auswertungen aller hier zugrunde liegenden
Daten, dass die Genotypisierung eine unverzichtbare diagnostische Methode
darstellt, ohne die fUr den Patienten eine effiziente und optimale medikamentdse

Therapie nicht gewdhrleistet werden kann.
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6.1 ABSTRACT

The establishment and evalutation of the Frankfurt HIV-Resistance Database
serves as the basis for analysies of the prevalence of primary and secondary
mutations in the HIV genome with respect to specific anti-retroviral medication as
well as for correlations between point mutations in the protease and clinical

parameters.

The general evalutation of the database confirmed the low mutation prevalence
of the protease as described in the literature referring both to primary (amino
acids 30, 46, 48, 50, 82, 84 and 90) and secondary mutations. Furthermore, it
became evident that the formation of mutations under selection pressure due to

an anti-retroviral therapy significantly exceeds that of ART-naive patients.

Examining patients with a low viral load (low-level-patients) showed that valid
results may be obtained by genotyping. The mutations correlated with the
respective former therapies as well as the clinical parameters such as viral load
and CD4* cell count. Therefore, the method of genotyping proved to be
appropriate also for patients with a low viral load (<1000 copies/ml blood) to
analyze mutations, courses of therapy and formation and development of

resistance.

The analysis of clinical parameters in different low level-patients confirmed the
reciprocal correlation between virus load and CD4* cell count. Additionally, the
results of genotyping reflected the respective clinical course. The evaluation of
mutations during therapy changes or rather ART interruptions led to a crifical
assessment of the success of this strategy. Within the Frankfurt data pool a
reselection of the original mutations occurred in all patients following renewed
onset of therapy and subsequent therapy failure. Therapy interruption could not
lead to a long-term reduction of high-level drug resistance. On the contrary, this
was coupled with exacerbation of the clinical parameters. Finally, it could be

demonstrated that an already multiply mutated HIV genome could select for
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even more mutations.

Summarizing, the evaluation of all applicable data shows that genotyping
resistance tests for HIV-1 is an indispensable diagnostic method to ensure an

effective and optimal antiretroviral medication.
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