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Empfehlungen zur Bestimmung des HIV-1-Korezeptor-Gebrauchs

Maraviroc (MVC, Celsentri™, ViiV Healthcare), bislang das einzig zugelassenen Medikament der
Klasse der CCR5-Antagonisten, hat sich bei der Behandlung Therapie-naiver und Therapie-
erfahrener Patienten als wirksam erwiesen, bei denen vor Therapiebeginn CCR5-trope (R5-) Viren
und keine relevanten Mengen an CXCR4-tropen (X4-) Viren nachgewiesen wurden [1-6]. Die
Voraussetzung der Verordnung von MVC ist nach Vorgabe der FDA und der EMA die Prifung des
Tropismus der HI-Viren in einer Patientenprobe zeitnah vor der Verordnung. Um die Gabe von
CCR5-Antagonisten zu ermoglichen, sind daher Methoden zur schnellen und sicheren
Bestimmung des HIV-1-Korezeptorgebrauchs unerlasslich. Es stehen verschiedene Methoden zur
Verfligung, die zu vergleichbaren Ergebnissen fiihren [7]. In den Zulassungsstudien fiir Maraviroc
wurde die erste Version des Trofile Assays (OTA) verwendet. Dieser ist ein phanotypischer Test
der Firma Labcorp (Monogram), bei dem mit rekombinanten Viren die Infizierbarkeit von CXCR4-
bzw. CCR5-exprimierenden Zellen geprift wird. Alternativ stehen genotypische Verfahren [8] zur
Verfliigung, die eine Vorhersage des Tropismus aufgrund der Sequenzanalyse des V3-Loops im
viralen Hillprotein mit einem oder mehreren Interpretationssystem(en) analog dem Vorgehen
bei der HIV-Resistenztestung erlauben.

Eine weitere Variante bildet das XTrack System der Firma InPheno, welches zunachst eine
Hybridisierung von Nukleinsduren mit nachfolgender Analyse in einer HPLC darstellt. Bei nicht
eindeutigen Analysen wird eine Sequenzanalyse mit nachfolgender Interpretation durchgefiihrt.
Zusatzlich steht eine phanotypische Analyse im InPheno-eigenen rekombinanten Zellkultur-
system zur Verfligung, die im Rahmen von Kooperationsprojekten genutzt wird [9]. Auch hier
kann durch die erwdhnten Labore HIV-GRADE e.V. vermittelt werden (www.hiv-grade.de).

In einer Kooperation der Labore des HIV-GRADE e.V. wurden Ergebnisse von parallel durchge-
flihrten genotypischen und phanotypischen (Trofile) Analysen in Deutschland gesammelt, sowie
ausschlieBlich genotypische Daten zur Bestimmung der Haufigkeit von R5- und X4-Viren in Bezug
auf Viruslast, CD4-Zellzahl und HIV-1 Subtypen [10]. Die Analysen und Ausarbeitung der
Empfehlung wurden in enger Kooperation von HIV-GRADE e.V. und dem MPI fir Informatik in
Saarbriicken durchgefiihrt. Es stehen mittlerweile mehr retrospektive und prospektive Daten
zum Therapieansprechen nach genotypischer Testung zur Verfliigung [11-15, 2, 16, 3], so dass
eine Aktualisierung der deutsch-Osterreichischen Leitlinien notwendig wurde. Anhand dieser
Vergleiche ist die konventionelle HIV-Sequenzanalyse aus Plasma mit nachfolgender
Interpretation (genotypische Tropismusbestimmung) methodisch und klinisch als gleichwertig
zum phanotypischen Verfahren anzusehen.

Wie bei den genotypischen Resistenzanalysen bediirfen genotypische Tropismus Analysen einer
Interpretation, welche die ermittelte Aminosauresequenz deutet. Mehrere solche Systeme zur
Bestimmung des Tropismus aus der Sequenzinformation sind frei (iber das Internet zuganglich:
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Wetcat: http://genomiac2.ucsd.edu:8080/wetcat/tropism.html;
WebPSSM: http://ubik.microbiol.washington.edu/computing/pssm;
geno2phenojcoreceptor): http://coreceptor.bioinf.mpi-inf.mpg.de/index.php.

Es gibt weitere Systeme, die aber nicht frei verfligbar sind.

Phanotypische Tropismus Testung

Hier steht der Trofile ES (ESTA) Assay zu Verfligung. Er ist der Nachfolger des OTA, mit dem die
Maraviroc-Zulassungsstudien durchgefiihrt wurden. Um diesen Test zu nutzen, muss eine
Plasmaprobe des Patienten zur Firma Monogram (LabCorp) in San Francisco (USA) auf Trockeneis
versendet werden. Dabei sind spezielle Anforderungen in Bezug auf Probenvolumen und
Viruslast zu beachten. Die zehn erwahnten Labore sind in dieser Kooperation mit Monogram
erfahren und konnten im Bedarfsfall eine Probe an Monogram weiterleiten. Alternativ kann eine
Probe an InPheno zur Phanotypisierung geschickt werden.

Genotypische Tropismus Testung

Mittlerweile hat sich die genotypische Testung in Europa durchgesetz und ist weltweit verbreitet.
Bei der genotypischen Tropismusbestimmung wird die V3-Schleife im viralen Hillprotein der
Virusvariante des Patienten amplifiziert und sequenziert. Diese Testung kann aus dem freien, im
Plasma zirkulierenden HI-Virus oder aus dem in den Zellen abgelegten Provirus durchgefiihrt
werden. Dies ist besonders im Hinblick auf Therapieumstellungen bei Patienten wichtig, die unter
erfolgreicher antiretroviraler Therapie sind (<50 Kopien/ml HIV).

Nach der Sequenzanalyse erfolgt eine Auswertung durch ein Interpretationssystem. Anhand der
Daten der zehn beteiligten Labore bietet das System geno2phenoOjcoreceptor] durch seinen
differenzierten Interpretationsansatz verldssliche Resultate in Bezug auf den Ausschluss von X4-
Varianten nach einfacher Sequenzanalyse. Eine Mehrfachtestung erscheint nicht notwendig. Das
Interpretationssystem gibt in der aktuellen Version als Ergebnis einen quantitativen Wert (die
falsch positive Rate der Vorhersage fiir X4-Viren, FPR) an. Die FPR ist das MaR der Spezifitdt der
Vorhersage und so gilt: Je hoher die FPR, desto sicherer ist die exklusive Benutzung des CCR5-
Korezeptors flr dieses Virus und desto sicherer ist die Gabe des CCR5-Blockers. Gleichzeitig wird
bei Wahl eines hohen FPR einem groReren Anteil an Patienten die Gabe von CCR5-Antagonisten
vorenthalten, die moglicherweise hatten profitieren konnen (héhere falsch negative Rate der
Vorhersage). Deshalb empfiehlt es sich, die Interpretation bzw. die damit verbundene
Therapieentscheidung individuell auf die jeweilige Patientensituation anzupassen.

Es gibt zwei genotypische Analysemethoden:

1. Sanger (population-based) Sequencing: eine Konsensus-Sequenz wo nur Virusvarianten mit
einem Anteil > 10% in der Viruspopulation bericksichtigt werden Kénnen (techical limitation)

2. Next generation sequencing (NGS): diese Sequenzierung Technik erlaubt Virusvariante einzeln
zu analysieren.
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Tropismusbestimmung mittels Sanger Sequenzierung

Testung aus viraler RNA

Die vorliegenden Leitlinien beriicksichtigen die neuesten Daten aus der Literatur und von
wissenschaftlichen Kongressen [11, 9, 17, 12, 15, 2].

e Liegt die FPR unter 5% (roter Bereich in der Einstellung ,German Recommendations” in
geno2phenojcoreceptor]), ist wegen des hohen Risikos einer falschen negativen Vorhersage eine
Behandlung mit einem CCR5-Antagonisten generell nicht zu empfehlen. Die Nicht-Erkennung
von CXCR4-tropen Viren bei einer FPR von 5% kommt in etwa bei einem Drittel der
Vorhersagen vor.

e Fir Patienten mit limitierten Therapieoptionen, kann die Gabe eines CCR5-Antagonisten bei
einer FPR zwischen 5% und 15% in Betracht gezogen werden. Ergebnisse zwischen 5% und
15% werden im geno2phenojcoreceptor] TOOI mMit der Einstellung ,,German Recommendations”
rot —gelb fiir den Bereich 5% -10% (eingeschrankten Empfindlichkeit) bzw. griin — gelb flr
den Bereich 10% -15% (moglicherweise bereits eingeschrankte Empfindlichkeit) dargestellt.
In diesem Bereich von FPR 5% bis 15% sollte ein Korezeptorantagonist nur nach sorgfaltiger
Prifung moglicher Alternativen eingesetzt werden.

e Der Einsatz von CCR5-Antagonisten ist ohne Einschrankung zu empfehlen, wenn die FPR (iber
15% liegt.

Fiir diese Abwagung zur individualisierten Therapieauswahl ist ein besonders intensiver
Austausch zwischen Klinikern und Virologen dringend empfohlen. Gegebenenfalls kann zusatzlich
eine phanotypische Analyse erfolgen. Damit ergibt sich ein leichter Unterschied zu den European
Guidelines [18], die ebenfalls die genotypische Bestimmung und Interpretation mit
geno2phenojcoreceptor; €Mpfehlen. Aufgrund der Datenlage, die zur Zeit der Entscheidung liber die
European Guidelines zur Verfligung stand, entschied man sich dort fir einen einheitlichen Cut-off
von 10% bei Dreifachtestung (triplicate testing) der Proben. Falls nur eine Einfachtestung der
Proben erfolgt, wird dort ein Cut-off von 20% empfohlen.

Unabhangig von der Routinediagnostik ist es auch weiterhin notwendig, genotypische und ggf.
auch phanotypische Analysen zusammen mit nachfolgenden klinischen Verlaufsdaten zu
sammeln und zu analysieren, um die genotypischen Interpretationssysteme kontinuierlich weiter
zu entwickeln.

Testung aus proviraler DNA

Klinisch stellt sich neben dem virologischen Versagen recht haufig die Frage nach einer
Umstellung der Therapie auf ein Regime mit einem CCR5-Antagonisten aus Griinden der Medika-
mentenunvertraglichkeit und/oder von Nebenwirkungen. Bei niedriger oder nicht nachweisbarer
Viruslast kann der Korezeptorgebrauch durch die Analyse der Erbgut von HIV, das in das Genom
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infizierter Zellen integriert ist (provirale DNA) untersucht. Analog zur Validierung der Analysen
aus freien Viren im Plasma, wurden durch mehrere Labore international und in Deutschland
Daten und Erfahrungen gesammelt. Aus diesen resultiert die Empfehlung, auch Analysen aus
proviralen DNA-Sequenzen fiir die Therapieentscheidung zu verwenden. Die Kriterien flr die
CCR5-Antagonisten Therapieempfehlung bei proviraler DNA sind identisch zu denen fiir RNA:

e Eine Behandlung mit einem CCR5-Antagonisten ist generell nicht zu empfehlen, wenn der
FPR Wert unter 5% liegt (roter Bereich in der Einstellung ,German Recommendations” in
genozpheno[coreceptor])-

e Wenn aufgrund der Therapievorgeschichte fiir einen Wechsel nur noch sehr wenige
Alternativen bestehen, kann auch bei einer FPR zwischen 10% und 15% (griin-gelber Bereich)
bzw. 5% - 10% (rot-gelber Bereich) bei intensiver Beriicksichtigung der klinischen und
diagnostischen Umstdande die CCR5-Antagonisten Therapieempfehlung akzeptiert werden.
Zusatzliche Sicherheit ergibt sich bei der Tropismustestung aus proviraler DNA aus der
Tatsache, dass hier haufiger X4-trope Viren als im korrespondierenden Plasmavirus (bei
Patienten mit nachweisbarer Viramie) gefunden werden [19, 20].

e Der Einsatz von CCR5-Antagonisten wird ohne Einschrankung dann empfohlen, wenn die FPR
Uber 15% liegt.

Im Gegensatz dazu geben die European Guidelines aufgrund der damaligen Datenlage ebenfalls
die Empfehlung einen Cut-off von 20 % zu benutzen. Die neuen Daten [9, 17, 12, 15, 2] sprechen
aber fur die Verwendung der Cut-offs in dieser Leitlinie (German Recommnedations).

Das Wissen um die Bedeutung der CXCR4-tropen Viren fir die Behandlung mit CCR5-
Antagonisten steigt derzeit stetig an. Daher werden diese Empfehlungen kontinuierlich
aktualisiert und sind unter den Therapieleitlinien der Deutschen AIDS-Gesellschaft
(www.daignet.de), und anderen Foren (www.genafor.org unter AREVIR) in der jeweils aktuellen
Version erhaltlich.

Tropismusbestimung mittels next generation sequencing

Next Generation Sequencing (NGS) ist eine neue Technik der Sequenzanalyse, die neben der
bislang gebrauchlichen Sanger-Sequenzierung zunehmend eingesetzt wird. Im Gegensatz zur
Sanger-Sequenzierung wird jede Virusvariante einzeln analysiert. Dabei wird anstatt einer
einzigen Vorhersage pro Probe, eine FPR fiir jede einzelne Virusvariante in der Probe generiert,
hieraus wird der prozentuale Anteil an X4 Viren an der Gesamtzahl der analysierten
Virusvarianten bestimmt (% X4).

Klinisch wurden die NGS-Methoden unter anderem mit Hilfe der beiden Celsentri-
Zulassungsstudien (MERIT und MOTIVATE) an virale RNA sowohl als provirale DNA von therapie-
naiven und therapie-erfahrenen Patienten validiert [21-23].
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Testung aus viraler RNA
Zur Bestimmung des Korezeptorgebrauchs wird folgende Empfehlung gegeben:

Virusvarianten mit einer FPR Uber 3.5% werden als R5 klassifiziert, wahrend die Sequenzen mit
einer FPR < 3.5% als X4 klassifiziert werden. Liegt der Anteil an X4-Viren einer Probe hoher als
2%, wird die Gabe eines CCR5-Antagonisten nicht empfohlen.

Der Nachweis der Anteile X4-troper Virusvarianten mittels NGS ist mit abnehmender Viruslast in
seiner Aussagekraft eingeschrankt. Deshalb sollte bei RNA Analysen von Proben mit Viruslasten
<1000 RNA-Kopien/mL eine Konsensus-Sequenz erzeugt werden, in der nur Minoritdten mit
einem Anteil > 10% bericksichtigt werden sollten. Diese wird nach den Kriterien fiir Sanger-
Sequenzen interpretiert.

Testung aus proviraler DNA

Bei Proben mit Viruslasten <1000 HIV-1-RNA-Kopien/mL kann alternativ eine Testung aus
proviraler DNA durchgefiihrt werden.

Die Kriterien flir die CCR5-Antagonisten Therapieempfehlung bei proviraler DNA sind identisch zu
denen fur RNA: Virusvarianten mit einer FPR Uber 3.5% werden als R5 klassifiziert, wahrend die
Sequenzen mit einer FPR < 3.5% als X4 klassifiziert werden. Liegt der Anteil an X4-Viren einer
Probe hoher als 2%, wird die Gabe eines CCR5-Antagonisten nicht empfohlen.

Erstattung der Tropismusbestimmung

Die Erstattung ist auch im Rahmen der gesetzlichen Krankenversicherung seit 01.01.2013
moglich. Der Umfang der Leistung entspricht der einer genotypischen Tropismusbestimmung.

Erstellt unter Mitarbeit von:

Josef Eberle (Munchen), Christian Noah (Hamburg), Eva Wolf (Miinchen), Martin Stirmer (Frankfurt/M),
Patrick Braun (Aachen), Klaus Korn (Erlangen), Martin Daumer und Alexander Thielen (Kaiserslautern),
Thomas Berg, Martin Obermeier, Robert Ehret und Hauke Walter (Berlin), Thomas Lengauer
(Saarbriicken), Jens Verheyen (Essen), Saleta Sierra und Rolf Kaiser (K&In).
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