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1. Einleitung

Am Ende des Jahres 2015 lebten weltweit ca. 37 Millionen Menschen mit einer HIV-
Infektion (UNAIDS 2016). Die Region Afrikas sudlich der Sahara ist dabei mit einer
Prévalenz von 4,9% am starksten betroffen. Im Vergleich zum Jahr 2001 war die Anzahl
an Neuinfektionen hier um 25% niedriger (UNAIDS 2012). Die Anzahl der Menschen,
welche weltweit durch AIDS starben wurde im Jahr 2015 mit 1,1 Millionen angegeben.
Im Vergleich zu 2005 (2,1 — 2,6 Millionen) und 2011 (1,5 — 1,9 Millionen) ist die
Mortalitat somit weiter gesunken. Die weiterhin ansteigende Prévalenz von HIV in Sid-
und Westafrika bei gleichzeitig ricklaufiger Mortalitat ist durch einen besseren Zugang
zur antiretroviralen Therapie. erklarbar. Gleichzeitig bedeutet diese Tatsache jedoch
auch, dass die HIV-Epidemie noch nicht eingeddmmt ist. Die Zahl der Neuinfektionen
weltweit ist in den letzten Jahren nicht gesunken (UNAIDS 2016).

&0 3
50
40 2
10
20 1
10

9 0

2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

HIV treatment coverage (all ages) AlIDS—elated deaths (all ages)

Abbildung 1: Verbreitung der antiretroviralen Therapie und AIDS-bedingte Mortalitéat,
global 2010-2015
(Graphik entnommen aus ,,Global Aids Update*, UNAIDS 2016)

Bereits kurz nach Einfiihrung einer antiretroviralen Therapie wurde deutlich, wie schnell

das HI-Virus in der Lage ist, Resistenzen zu entwickeln. Gleichzeitig ist der grofite Anteil



der betroffenen Menschen in strukturschwachen Landern zu finden, was die
Durchsetzung eines globalen Therapieregimes zusatzlich erschwert.

1.1  Historie von HIV

Erstmals wurden im Jahr 1981 an der amerikanischen Westkiiste von M. Gottlieb vier
Félle einer Pneumocystis-carinii-Pneumonie bei jungen, bisher gesunden homosexuellen
Mannern beschrieben (Gottlieb et. al 1981). Diese Erkrankung trat bis zu diesem
Zeitpunkt nur bei Patienten mit stark eingeschréankter Immunabwehr auf, wie dies bei
fortgeschrittenen malignen Tumorerkrankungen, unter immunsuppressiver Therapie nach
Transplantationen oder auch bei angeborenen Immunmangelkrankheiten der Fall ist.
Gleichzeitig kam es an der amerikanischen Ostkiiste zu einer ungewdhnlichen Haufung
des Kaposi-Sarkoms, ebenfalls bei jungen homosexuellen Méannern. Im Dezember 1981
fiel in der medizinischen Literatur zum ersten Mal der Begriff ,severe acquired
immundeficiency* (Siegal et al. 1981). Im Jahr 1982 wurden alle beschriebenen
Erkrankungen unter dem Begriff ,acquired immundeficiency syndrome* (AIDS)
zusammengefasst. Bereits 1983 gelang der Arbeitsgruppe um Luc Montagnier im Pariser
Pasteur Institut die Isolation des Retrovirus aus dem Lymphknoten eines betroffenen
Patienten (Barré-Sinoussi et. al 1983). Bestatigt wurde dies durch verschiedene weitere
Arbeitsgruppen (Gallo et. al 1983; Cooper et. al 1984). Im Jahr 1986 erhielt das Virus
durch das ,International Commitee on Taxonomy of Viruses“ den Namen ,human

immunodeficiency virus® (HIV).

1.2 Struktur von HIV

Das Humane Immundefizienz Virus gehort zur Familie der Retroviren aus der Gattung
Lentiviren. Beschrieben werden zwei verschiedene Typen des Virus. Am weitesten
verbreitet ist HIV-1 als Ursache der Erkrankungen mit AIDS, wahrend HIV-2 zwar
ahnliche klinische Symptome ausldst, aber insgesamt weniger pathogen ist als HIV-1 und
im Wesentlichen auf das Gebiet der Elfenbeinkiste beschrénkt ist (Abbas, Lichtman,
Pillai 2007).

Die Grolie eines HIV-1-Viruspartikels betrégt etwa 100 nm. Die Hiille besteht aus einer
Phospholipiddoppelschicht, in welche Glykoproteinkomplexe eingebaut sind. Diese

bestehen aus dem membranstandigen Glykoprotein gp41l sowie dem externen gpl20,



welche miteinander wechselwirken. Im Inneren des Virions befindet sich ein
kegelformiger Kern, welcher zwei RNA-Strange sowie die Enzyme reverse Transkiptase,

Protease und Integrase beinhaltet (Gelderblom, Hausmann et al., 1987) .
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Reverse Transkriptase p9-gag

Abbildung 2: Das HI-Virus (Eigene Graphik)

Das Genom des HIV-1 besteht aus verschiedenen Sequenzen. Die gag-Sequenz codiert
fur die Strukturproteine des Kerns. Die env-Sequenz codiert die Glykoproteine gp120 und
gp41, welche eine Infektion der Wirtszellen erst mdglich machen. Die pol-Sequenz
codiert fur die reverse Transkriptase, die Protease sowie die Integrase. Des Weiteren gibt
es zusatzliche Sequenzen (tat, rev, vif, nef, vpr, vpu), welche ebenfalls wichtig fir die
Vermehrung des Virus sind. Flankiert wird dieses Provirus von den Long Terminal
Repeats (LTR). Hierbei handelt es sich um identische Sequenzen, welche sich standig
wiederholen. Sie sind essentiell fiir die Regulation der retroviralen Genexpression und

die erfolgreiche Integration des Virusgenoms in die Wirtszelle (Fauci 1988).
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Abbildung 3: Das Genom des HI-Virus (eigene Graphik)

1.3 Infektion mit dem HI-Virus

Eine Ubertragung von HIV kann auf unterschiedlichen Wegen erfolgen. Neben
ungeschitztem Sexualkontakt gibt es den parenteralen Ubertragungsweg (iber infektidse
Nadeln bei i.V.-Drogenmissbrauch, kontaminierten Blutprodukte oder auch
Nadelstichverletzungen. Zudem die sogenannte vertikale Exposition von einer HIV-
infizierten Mutter auf ihr Kind. Die Viren befinden sich in Blut, Sperma,
Vaginalflussigkeit und auch in Muttermilch. Als Zielzellen dienen Zellen, welche das
CD4-Oberflachenantigen  tragen, z.B.  T-Helfer-Lymphozyten, = Makrophagen,

Monozyten, Langerhans‘-Zellen der Epidermis sowie Komponenten der Mikroglia.

Zunéchst erfolgt die Bindung des Virus an die Wirtszelle. Als Rezeptor dienen neben dem
CDA4-Oberflachenprotein auch Korezeptoren wie CCR5 und CXCR4. Durch eine
Interaktion zwischen diesen Rezeptoren mit den in die Virushille eingebetteten
Proteinkomplexen gp120 und gp4l kommt es zur Fusion mit der Wirtszelle. Diesen
Vorgang nennt man Enhancement. Nach der Fusion erfolgt die Freisetzung zweier RNA-
Strange sowie von 4 Proteinen, der reversen Transkriptase, der Integrase und der Protease.
Nach Transkription der RNA-Strdnge und Umschreibung in DNA durch die reverse
Transkriptase, wird diese durch die Integrase in den Zellkern transportiert und dort in die

DNA der Wirtszelle integriert. Im Rahmen der zelleigenen Transkription wird nun auch



der virale Anteil der DNA in messenger-RNA umgeschrieben. Diese verlasst den
Zellkern und durch Translation wird diese messenger-RNA in Virusmolekile
umgeschrieben, welche durch die Protease gespalten werden. Schlief3lich erfolgt das
,,Budding®, die Ausknospung der neu entstandenen Viren, welche weitere Zellen befallen
(Schartl, Gessler, v. Eckardstein 2009; HEROLD 2012).

1.4  Klassifikation des HI-Virus

Am weitesten verbreitet sind Infektionen mit HIVV-1 (Omobolaji, T. et al, 2011). Der 1986
isolierte Virustyp HIV-2 tritt vor allem in Westafrika auf (Gottlieb et al., 2008) und ist
im Vergleich zu HIV-1 unter anderem durch eine langere asymptomatische Phase, einer
niedrigeren Viruslast sowie einer langsameren Abnahme der CD4-positiven Zellen
charakterisiert.

Die Einteilung der beiden Virustypen erfolgt in verschiedene Subtypen. Fir HIV-2
werden die Subtypen A, B, C, D, E und F unterschieden. Fir HIV-1 wurden 3
Hauptgruppen, namlich Guppe M (major), Gruppe O (outlier) sowie Gruppe N (not
major, not outlier) festgelegt. Mit Abstand am weitesten verbreitet ist Gruppe M, welche
in 9 weitere Subtypen (A, B, C, D, F, G, H, J, K) unterteilt wird (HEROLD 2012). Neben
diesen Subtypen gibt es heute zahlreiche sogenannte circulating recombinant forms
(CRFs), welche, wie der Name schon impliziert, eine Rekombination des Genoms zweier
verschiedener Subtypen der Hauptgruppe M sind (Kalish et al., 2004). Als CRFs werden
Rekombinationen bezeichnet, welche in mindestens drei verschiedenen Individuen ohne
epidemiologischen Zusammenhang isoliert wurden und welche somit zur Entwicklung
der Pandemie beigetragen haben (Hemelaar et al., 2011). Rekombinationen, die diese
Kriterien nicht erflllen werden unique recombinant forms (URFs) genannt.

Am weitesten verbreitet ist weltweit Subtyp C, gefolgt von Subtyp A und B.
Rekombinante Formen spielen jedoch eine immer groRere Rolle (Hemelaar 2011,
UNAIDS 2007).

Ein weiterer Grund fur die ausgepragte genetische Variabilitat des HI-Virus ist die hohe
Mutationrate durch Replikationsfehler bei gleichzeitig sehr hoher Replikationsrate (Wie
et al., 1995; Korber, Gaschen et al. 2001).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hemelaar%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21297424

In einem infizierten Menschen liegen somit zahlreiche HI-Viren vor, welche sich in ihrem
Genom nicht exakt ahneln. Diese Eigenschaft macht die Entwicklung eines Impfstoffs zu

einer groRen Herausforderung (Gaschen et al., 2002).

15 Klinischer Verlauf der HIV-Infektion
Die Inkubationszeit nach einer HIV-Exposition betrdgt Tage bis wenige Wochen. Der
Klinische Verlauf lasst sich in verschiedene Phasen einteilen, in welchen die Viruslast

und damit auch die Infektiositat zwei Gipfel zeigen (s. Abbildung 4).
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Abbildung 4: Phasen der HIV-Infektion (Eigene Graphik)

Innerhalb der ersten Wochen nach Infektion steigt die Viruslast rasant an. Die CD4+-
Zellen fallen konsekutiv ab. In der anschlieBenden chronischen Phase, welche sich tber
Jahre hinziehen kann, schafft es das Immunsystem die Viruslast unter Kontrolle zu halten.
Geréat die Anzahl der CD4+-Zellen schlieBlich in den kritischen Bereich unter 200
Zellen/ul, gewinnt erneut der Virus die Oberhand, die Viruslast explodiert und es kommt
schlieBlich zum Vollbild der AIDS-Erkrankung (HEROLD 2012).

Fur die Einschatzung des Erkrankungsstatus sowie der Entscheidung eines
Therapiebeginns gibt es zwei wichtige Klassifikationen. Die CDC-Stadieneinteilung

(CDC: Centers for Disease Control/lUSA) sowie die Einteilung nach Empfehlung der



WHO (World Health Organisation). Beide bertcksichtigen die klinischen Symptome
sowie auch die Zahl der T-Helferlymphozyten.

1.5.1 Die CDC-Klassifikation
Die CDC-Klassifikation teilt die Krankheitssymptome in verschiedene Kategorien ein,
welche jeweils nochmals abhangig von der Anzahl der T-Helferlymphozyten in

verschiedene Stufen unterteilt werden.

Kategorie A
Nur bei etwa 30% der HIV-infizierten tritt zunachst das sogenannte akute retrovirale

Syndrom auf (HEROLD, 2012). Die Symptome bestehen meist aus Fieber, Myalgien,
Lymphknotenschwellungen und auch Splenomegalie und Angina und sind damit
unspezifisch. Der HIV-AK-Test ist in dieser Phase in den meisten Fallen noch negativ.
Die Anzahl der CD4-Lymphozyten nimmt zunéchst ab. Gleichzeitig kommt es jedoch zu
einer Immunaktivierung, durch welche schlieflich HIV-Antikorper gebildet werden und
die Viruslast wieder abnimmt. Anschlie}end folgt die Latenzphase bzw. die Phase der
asymptomatischen Infektion, welche bis zu 10 Jahre dauern kann. Bei
immungeschwaéchten Patienten auch deutlich kiirzer. Es findet eine Vermehrung der
Viren in den lymphatischen Geweben statt, weshalb die Patienten auch in dieser Phase
ansteckend sind. Ca. 40% der Patienten leiden unter dem sogenannten Lymphadeopathie-
Syndrom (LAS), welches die chronische Schwellung von mindestens zwei verschiedenen
Lymphknoten auRerhalb des inguinalen Bereichs beschreibt (HEROLD 2012).

Kategorie B
Diese Phase ist bestimmt vom weiteren Abfall der T-Helferzellen sowie dem Anstieg der

Viruslast. Es treten Erkrankungen auf, welche durch die zunehmende Schwéche des
Immunsystems begunstigt werden, jedoch nicht zu den AIDS-Indikatorkrankheiten
gezéhlt werden. Zu nennen sind hier oropharyngeale oder vaginale Candidosen,
subfebrile Temperaturen, der Befall mehrerer Dermatome durch Herpes Zoster sowie die
orale Haarleukoplakie. Zudem treten h&ufig subfebrile Temperaturen sowie chronische

Diarrhoe auf.



Kategorie C
Zuletzt geht die Infektion in das ,,acquired immune deficiency syndrome* (AIDS) iiber.

Entscheidend hierfir ist der Zeitpunkt, an welchem die CD4-Zellzahl unter den kritischen
Wert von 200 Zellen pro ul abfallt (HEROLD 2012) und im Zuge dessen die Viruslast
exponentiell ansteigt (siehe Abbildung 4). In dieser Phase wird der Krankheitsverlauf
nun von den sogenannten AIDS-definierenden Erkrankungen bestimmt. Das Wasting-
Syndrom beschreibt einen ungewollten massiven Gewichtsverlust mit Abgeschlagenheit
sowie chronischer Diarrhoe. Daneben wird die HIV-assoziierte Enzephalopathie
beschrieben mit langsam fortschreitender Demenz, welche schliellich zu motorischen,
kognitiven und auch depressiven Symptomen fiihrt. Diese Entwicklung ist Ausdruck
eines Befalls der Mikroglia.

Des Weiteren treten opportunistische Erkrankungen in Form von Infektionen, welche
durch Pilze, Protozoen, Bakterien und Viren bedingt sind, auf.

Zuletzt gibt es Malignome wie das Kaposi-Syndrom, das Non-Hodkin-Lymphom sowie
das invasive Zervixkarzinom, welche als AIDS-definierende Erkrankungen aufgezéhit
werden.

Beschrieben wurde der Verlauf einer HIV-Infektion bei Patienten, welche keine

antiretrovirale Therapie erhalten.

Tabelle 1: CDC-Klassifikation der HIV-Infektion

Kategorie A Kategorie B Kategorie C

Anzahl der T- Akutes Symptome, kein = AIDS-
Helferlymphozyten  retrovirales AIDS Indikatorerkrankungen
(/ng) Syndrom, LAS,

Latenzphase
> 500 Al Bl Cl
200 — 499 A2 B2 Cc2
<300 A3 B3 C3



1.5.2 WHO Stadien
Die WHO (World Health Organisation) beschreibt verschiedene Stadien, in welchen eine

HIV-Infektion verlauft. Dabei werden insgesamt 5 Stadien wie folgt festgelegt.

Priméare HIV-Infektion

Es handelt sich um die Phase des akuten retroviralen Syndroms. Dieses muss wie bereits
erwéhnt nicht zwingend auftreten (siehe 1.5.1). Ein asymptomatischer Verlauf ist in

dieser Phase moglich.

Stadium 1
Auch in diesem Stadium zeigen sich haufig noch keine Symptome. Eine generalisierte

persistierende Lymphadenopathie kann auftreten.

Stadium 2
Beschrieben werden moderater Gewichtsverlust, persistierende respiratorische Infekte,

Nagelcandidosen und Herpes Zoster.

Stadium 3

Dieses Stadium beschreibt das Auftreten von Nicht-AlDS-definierenden Erkrankungen
wie der Haarleukoplakie oder oropharyngealen sowie vaginalen Candidosen. Zudem eine
schwere Gewichtsabnahme (> 10% des Korpergewichts), subfebrile Temperaturen und

chronische Diarrhoe, welche keine andere Ursache haben.

Stadium 4
SchlieRlich beschreibt Stadium 4 das Vollbild von AIDS mit den bereits in der CDC-

Klassifikation genannten AIDS-Indikatorkrankheiten.



1.6  Ansatzpunkte der Antiretroviralen Therapie

Genetisch werden verschiedene Subtypen des Virus unterschieden. Zusatzlich weist das
HI-Virus aufgrund der schnellen und effizienten Replikation eine hohe Mutationsrate auf
(Flint, Enquist, Racaniello, Skalka; 2009). Diese Eigenschaft machte eine erfolgreiche
antiretrovirale Therapie zunachst zu einer Herausforderung. Deshalb wurde im Jahr 1997
das Protokoll der ,,higly active antriretroviral therapy (HAART)* entwickelt. Das Ziel der
Therapie ist, die Viruslast zu senken und somit krankheitsbedingte Symptome mdglichst
gering zu halten. Als Angriffspunkt dienen die fir den Vermehrungszyklus essentiellen
Enzyme. Es gibt die nukleosidischen und nicht-nukleosidischen reverse Transkriptase-
Inhibitoren (NRTI, NNRTI), die Protease-Inhibitoren (PI) sowie Integrase-Inhibitoren
(INI). Empfohlen wird eine Therapie aus zwei NNRTI, kombiniert mit einem NRTI oder

einem PI1 oder einem INI.

1.6.1 Nukleosidische reverse Transkriptase-Inhibitoren (NRTI)

Wie der Name verrdt, stellt der Angriffspunkt der NRTIs die reverse Transkiptase dar.
Sie bestehen aus Nukleosiden, welche als ,,falsche Substrate mit den physiologischen
Bausteinen zur reversen Transkription von RNA in DNA konkurrieren. Ein veréndertes
Zuckermolekdl dieser Nukleoside fuhrt durch die Unfahigkeit des Aufbaus eines stabilen
Doppelstrangs zum Kettenabbruch. Diese Medikamentenklasse war die erste, welche zur

Behandlung der HIV-Infektion zugelassen wurden (Hoffmann, Rockstroh, 2013).

1.6.2 Nicht-nukleosidische reverse Tranksriptase Inhibitoren (NNRTI)

Auch NNRTIs greifen an der reversen Transkriptase an. Im Unterschied zu den NRTIs
handelt es sich nicht um Nukleoside. Vielmehr binden sie nicht-kompetitiv an einem
Bereich des Enzyms, welcher sich in unmittelbarer Nahe der Nukleosidbindungsstelle
befindet. Es entsteht ein Komplex, welcher die Bindungsféhigkeit der reversen
Transkriptase fur Nukleoside einschrankt, wodurch die Virusreplikation schliel3lich
gehemmt wird. Problematisch ist die rasche Entwicklung von Resistenzen, welche haufig

mit Kreuzresistenzen fir NRTIs verbunden sind (Flint, Enquist, Racaniello; 2009).
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1.6.3 Protease-Inhibitoren (PI)

Fur die Entstehung eines infektidsen HI-Virusmolekils ist die Spaltung des nach der
Translation entstandenen Polypeptids (Gag-Pol-Sequenz) in die verschiedenen Enzyme
sowie verschiedene weitere Proteine essentiell. Diese Aufgabe Gbernimmt die Protease.
Durch eine Hemmung der Protease unterbleibt dieser VVorgang und es entstehen ,,nicht-
infektiose* Virusmolekiile. Die chemische Struktur der Protease-Inhibitoren ahnelt dem

natiirlichen Substrat der Protease.
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1.7  ART in Tansania

In Tansania ergeben sich flr die Etablierung einer landesweiten antiretroviralen Therapie
verschiedene Herausforderungen. Der gréfite Teil der antiretroviralen Therapie wird
weiterhin durch Spendengelder finanziert, fuhrend sind hier PREPFAR und UNICEF
(TACAIDS 2015). In weiten Teilen des Landes fehlt die Infrastruktur, um landesweite
medizinische Zentren zu schaffen. Diese Tatsache und auch sozialwissenschaftliche
Aspekte machen es schwer, einen strickten und durchaus komplizierten Behandlungsplan
zu etablieren. Incompliance sowie ,,Drug-Sharing®, also unkontrollierte Selbsttherapie
uber den Schwarzmarkt oder zwischen Partnern, fiihrten in Tansania vermehrt zur
Entwicklung von resistenten Virusstdmmen.

Im Jahr 2016 lebten 1,4 Millionen Menschen mit HIV in Tansania, davon standen ca.
63% der Erwachsenen und 48% der Kinder unter antiretroviraler Therapie (UNAIDS
2017). Gleichzeitig kam es jedoch zu 55.000 registrierten Neuansteckungen. Dies zeigt,
dass neben der Therapie auch immer noch die Aufklédrung und Prévention ein grofRes

Thema sind.

Im Jahr 2004 wurde in Tansania durch das ,,Ministry of Health, Community
Development, Gender, Elderly, and Children” ein Programm (National AIDS Control
Programme, NACP) entwickelt, welches neben der Bereitstellung der antiretroviralen
Medikamente auch die gesamte Koordination der Diagnostik sowie Therapiebegleitung
ubernehmen soll (National Guidelines for the management of HIV and AIDS, 2017).
Sobald ein Patient HIV-positiv getestet wurde, wird die Anbindung an ein Zentrum
empfohlen. Das Programm richtet sich nach den Therapie-Leitlinien der WHO.
Grundsatzlich kommt jeder Patient mit HIV fiir eine antiretrovirale Therapie in Frage,
unabhéngig von Stadium oder CD4-Zahl.

Die Standard-Therapie (First-Line) in Tansania ist die Dreifachkombination aus
Tenofovir, Efavirenz und Lamivudin (TDF, EFV, 3TC). Diese Therapie ist auch
kombiniert in einer Tablette erhaltlich und muss vom Patienten einmal taglich abends
eingenommen werden

Die haufigste Second-Line-Therapie ist die Kombination aus Zidovudine, Lamivudin
sowie dem Proteinaseinhibitor Azatanavir/Ritonavir (AZT/r) (National Guidelines for the
management of HIV and AIDS, 2017).
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In Zentren mit der Moglichkeit einer Viruslast-Bestimmung wird bis zu einer suffizienten
Senkung der Viruslast (<50 Kopien/ml) eine Kontrolle der CD4-Zellen alle 6 Monate
empfohlen. Sobald die Zellzahl mehr als 350 Zellen/mm3 betragt, ist kein weiteres CD4-
Monitoring erforderlich, solange der Patient klinisch stabil ist. Liegen nach 6 Monaten
mehr als 1000 Viruskopien/ml vor, ist ein Therapieversagen anzunehmen. Ist die
Bestimmung der Viruslast nicht moglich, wird der Therapieerfolg Uber eine halbjahrliche
Bestimmung der CD4-Zahl kontrolliert. Bevor ein Therapieversagen postuliert wird,
mussen andere Ursachen fur die unzureichende Wirkung eruiert werden. In Frage
kommen zum Beispiel Incompliance, Wechselwirkungen mit anderen Medikamenten

oder Maladsorption.

Gleichzeitig ist auch eine regelmélige Bestimmung der Nieren- sowie Leberwerte,
Blutbild sowie Urintests zur Bestimmung von Proteinen und Glukose notig. Des weiteren
Tuberkulose-Tests  (Sputum),  Bestimmung der  Hepatitis-Serologie  sowie
Schwangerschaftstests.

Es gestaltet sich schwierig, passende Quellen mit aussagekréftigen Zahlen zu finden,
welche ein realistisches Bild Uber die tatsdchliche Umsetzbarkeit von Viruslast-

Bestimmungen in Tansania liefert. Eine primare Resistenztestung ist nicht vorgesehen.
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1.8 PMTCT

Weltweit leben 2,1 Millionen Kinder (< 15 Jahre) mit HIV (UNAIDS 2016). Im Jahr
2016 kamen etwa 160000 Neuinfektionen hinzu. Noch vor 10 Jahren lag die Zahl mit
520000 neuinfizierten Kindern deutlich hoher. Die meisten Ansteckungen bei Kindern
treten durch eine Ubertragung von Mutter zu Kind wahrend der Schwangerschaft, der
Geburt oder durch das Stillen auf. Die Ubertragungswahrscheinlichkeit von einer HIV-
infizierten Mutter auf ihr Kind liegt zwischen 20 — 50% (De Cock KM, Fowler MG,
Mercier E, de Vincenzi I, Saba J, et al.; 2000).

Bereits im Jahr 2000 wurde durch die WHO eine Empfehlung zur Pravention einer HIV-
Ubertragung von Mutter auf ihr Kind gegeben. Dabei erfolgte die einmalige Einnahme
von Nevirapin durch die Mutter wahrend der Geburt, sowie anschlieend durch das
Neugeborene innerhalb der ersten 72 Stunden nach der Entbindung (WHO 2000). Studien
ergaben, dass hierdurch das Risiko einer Ansteckung um bis zu 50% gesenkt werden
konnte (Jackson et al, 2003; Stringer et al., 2003). Zudem weist Nevirapin eine lange
Plasmahalbwertszeit auf. Es konnte nachgewiesen werden, dass auch 7 Tage nach der
Geburt noch ein ausreichend hoher Spiegel in Muttermilch, Plasma der Mutter sowie des
Kindes nachweisbar ist (Mirochnick et al., 1998; Musoke et al., 1999). Diese Form der
Therapie ist kostengiinstig und somit in strukturschwachen Landern gut umsetzbar.
Bereits nach kurzer Zeit zeigte sich jedoch eine ausgepréagte Resistenzentwicklung. Im
Jahr 2007 beschrieben Arrive et al. eine Pravalenz fur eine Resistenz gegentiber Nevirapin
von 37,8 % bei den betroffenen Muttern, sowie von 52,7 % in Kindern, welche sich trotz
der Préavention angesteckt hatten.

Mit diesen Erkenntnissen empfiehlt die WHO aktuell, dass alle mit HIV infizierten
Frauen, die schwanger sind oder ihr Kind stillen mit der Tripple-Therapie aus Tenofovir,
Lamivudin und Efavirenz starten. Diese Therapie wird unabhanig von WHO-Stadium
oder CD4-zahl initiiert und auch nach der Schwangerschaft lebenslang fortgefihrt
(Option B+, WHO 2015). Zudem wird empfohlen, dass die Kinder dieser Frauen, die mit
Muttermilch gestillt werden, die ersten 6 Wochen eine Monotherapie mit Nevirapin
erhalten. Kinder, die mit Muttermilchersatz erndhrt werden, erhalten die ersten 4-6
Wochen ebenfalls Nevirapin einmal taglich oder alternativ Zidovudin zweimal taglich.
Gleichzeitig sollte 4-6 Wochen nach der Geburt sowie nach 18 Monaten bzw. nach

Beendigung der Stillzeit ein HIV-Test durchgefiihrt werden. Sollte sich ein Kind mit HIV
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angesteckt haben, wird auch hier der unmittelbare Beginn der antiretroviralen Therapie
lebenslang empfohlen. Mit den oben genannten MaRnahmen konnte eine deutliche
Senkung der Neuinfektionen bei Kindern erreicht werden (UNAIDS 2011).
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2. Zielsetzung der Arbeit

Im Jahr 2011 berichtete unsere Arbeitsgruppe Uber eine deutlich hthere Resistenzlage
gegenuber antiretroviralen Medikamenten in therapienaiven HIV-positiven Menschen in
Tansania als bis dahin angenommen (Kasang, Kalluvya et al.). Untersucht wurden dabei
Patienten, welche alter als 25 Jahre waren und bisher laut WHO-KTriterien nicht fir die
Einschétzung der Resistenzlage in Bevolkerungsgruppen berticksichtigt wurden.

Schon im Vorfeld wurde deutlich, dass, verglichen mit der guten Resistenzlage, die Rate
eines Versagens der First-Line-Therapie innerhalb der ersten 12 Monate hoéher war als
zu erwarten. Diese Ergebnisse fuhrten zu der Annahme, dass die Resistenzlage in den
bisher untersuchten Patientengruppen nicht die tatsachliche Situation in der breiten
Bevolkerung abbildet.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden weitere Proben von verschiedenen

Patientengruppen in Tansania untersucht und sollen miteinander verglichen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Plasma von Patienten untersucht, welche éalter als
15 Jahre waren. Es soll zunédchst aufgezeigt werden, wie hoch die allgemeine
Resistenzlage in der untersuchten Patientengruppe ist und ob diese sich weiter verscharft
hat.

Das wichtigste Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, inwieweit die zurzeit verwendete
Tripple-Therapie aus Lamivudin, Tenofovir und Efavirenz als First-Line-Therapie in
Tansania wirksam ist und ob diese Empfehlung Uberarbeitet werden muss. Daflr wurde
das Virus-Genom von 114 HIV-Patienten aus Tansania untersucht, welche unmittelbar

vor Beginn einer antiretroviralen Therapie standen.
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3. Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Computersoftware

Tabelle 2 Verwendete Computersoftware

DNASTAR Lasergene, SegMan M. Wayne Davis
Microsoft Open Office 2007 Microsoft
Prism 6.01 Graphpad

3.1.2 Chemikalien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien

Agarose Eurogentec
DNA-Ladepuffer Fermentas
dNTP-Mix Fermentas
Ethanol, unvergallt Roth
Gene Ruler 1kb DNA Leiter MBI Fermentas GmbH, St. Leon Roth
H20, RNase-frei Qiagen
3.1.3 Enzyme

Tabelle 4: Verwendete Enzyme

BigDye Version 1.1 Applied Biosystems

OneStep RT-PCR Enzyme Mix Qlagen

Taq 2x Master Mix New England Biolabs GmbH
Frankfurt (Main)
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3.1.4 Gerate

Tabelle 5: Verwendete Gerate

Agarose Gelelektrophorese Kammer
Agarose GelgieRkammer
Autoklav 5057 ELC

Eismaschine AF-1

Gefriertruhen
Gelelektrophoresedokumentationssystem
GelDoc-1000

Feinanalysewaage

Kuhl- und Gefrierschrank
Laborwaage

Mikroliterpipette

Mikrowelle

NanoDrop Spektometer (ND-2000)
Sicherheitswerkbank BSB 4A
Thermocycler

My Cycler, Gradient
Tischzentrifuge

Biofuge Pico

Mikro 200 R

Vortexmischer

Wasserbad

Institutswerkstatt
Institutswerkstatt
Tuttnauer Systec
Scotsman
Liebherr

Intas

Sartorius

Bosch

Scaltec

Eppendorf, Gilson

Brother, Powerwave ER-200
Thermo Scientific

Gelaire

Bio-Rad

Heraeus

Hettich

Scientific Industries

Memmert/Hartenstein
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3.1.5 Puffer und Lésungen fur Agarosegelelektrophorese

Tabelle 6: Fur Agarosegelelektrophorese verwendete Puffer und Ldsungen

TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (50x) TRIS pH 8,0
1,0 M Essigséure
0,1 M EDTA
1%iges Agarosegel 1,5 g Agarose
150 ml TAE-Puffer
5 ul GelRed
Ladepuffer DNA (6x) 2,5 ml Bromphenolblau
3 ml Glycerol
Add 10 ml ddH20

3.1.6 Primer fur Reverse-Transkriptions-PCR

Tabelle 7: Primer, welche fir die Reverse-Trankriptions-PCR verwendet wurden

Name Sequenz
HIV-PR outer S-TAATTT TTT AGG GAA GAT CTG GCC TTC C-3°
50protl

HIVRT outer Mj4  5*-CTGTTAGTGCTT TGG TTC CTC T-3°

3.1.7 Primer fur nested-PCR

Tabelle 8: Primer, welche fir die nested-PCR verwendet wurden

Name Sequenz

HIV-PR outer 50protl S5-TAATTT TTT AGG GAA GAT CTG GCC TTC
C-3¢
HIVRT outer Mj4 5CTGTTAGTGCTTTGG TTC CTC T-3¢

19



3.1.8 Primer fur die Sequenzierung

Tabelle 9: Primer, welche fiir die Sequenzierung verwendet wurden

Name Sequenz

HIV-PR outer 50protl 5-TAATTT TTT AGG GAA GAT CTG GCC TTC
C-3¢
HIVRT outer Mj4 5-CTGTTAGTGCTT TGG TTC CTC T-3¢

3.1.9 Kits
Tabelle 10: Verwendete Kits

Kit Firma Katalognummer
Big Dye Ver. 1.1 Cycle Applied Biosystems 4337450
sequencing Kit

GenElute™ PCR Clean- Sigma-Aldrich NA 1020
Up Kit

iScript™ c¢cDNA Bio-Rad 170-8890
Synthese Kit

QIAmp MinElute Virus @ Qiagen 577004
Spin Kit 50

QIAGEN OneStep RT- Qiagen 210212
PCR Kit
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3.1.10 Verbrauchsmaterial

Tabelle 11: Verbrauchsmaterial

Agarosekamme 20 pl, 40 pl
Autoklavierbare Kunststofftiten
Glasflaschen

Glaskolben, -messbecher, -messzylinder

Glaspipetten 1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25
ml

Kryoréhrchen 2 mi

Labor Schutzbrille

Messzylinder 50 ml, 100 ml, 250 mi, 1 |
PCR-Plastikreaktionsgefalie, 200 ul
Pipettenspitzen, gestopft
Pipettenspitzen, ungestopft
PlastikreaktionsgefaRe (1,5 ml, 2 ml)
Plexiglasschlitten

Schraubverschlussréhrchen (15 ml, 50
ml)

Terralin Liquid (Desinfektionsmittel)

Zellstofftlicher

Institutswerkstatt
Hartenstein

Schott

lImabor, Rasotherm, Schott

Brand

Hartenstein
Roth

Brand
Hartenstein
Nerbe plus

Roth

Eppendorf
Insitutswerkstatt

Greiner

Schiilke & Mayr
Kimberly-Clark
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3.1.11 Lé&ngenstandards
Als Marker fur das Agarosegel wurde der Nukleinséurestandard Thermo Scientific™

GeneRulerTM DNA Ladder Mix verwendet, bezogen von Thermo Fisher Scientific.

GeneRuler™ DNA Ladder Mix
0’GeneRuler™ DNA Ladder Mix,
ready-to-use
bpng/05pg %
10000 180 36
8000 180 38
,/ 6000 180 36
I 5000 180 326
ran00 180 36
500 180 36
i/ 3000 600 120
7, 2500 160 32
ol 200 160 32
= B/ 1500 160 32
Z }/ 1200 160 32
2 / 1000 600 120
i p— 000 170 34
@ 7800 170 34
g 2700 170 34
8 — 600 170 34
500 600 120
2 — 00 200 40
oy - 300 200 40
L — 200 200 40
s — 100 200 40
=2
(5
;‘5
0.5 pg/lane, & cm length gel,
1XTAE, 7 Vicm, 45 min

Abbildung 5: Fir Agarosegel-Elektrophorese verwendeter Léngenstandard Thermo Scientific™
GeneRulerTM DNA Ladder Mix

3.2  Methoden

3.2.1 RNA-Isolierung aus Plasma

Die Isolierung der Virus-RNA aus Plasma wurde mit Hilfe des QIAmp® MinElute®
Virus Spin Kits (cat. no. 577004, Quiagen 2014) durchgefuhrt. Aufgrund der Infektiositat
des Plasmas erfolgte dieser Teil in einem S3-Labor. Verwendet wurden stets gestopfte
Pipettenspitzen sowie sterile, RNase-freie 2.0ml-Reaktionsgefale. Um die
Wahrscheinlichkeit einer Kontamination durch RNase mdglichst gering zu halten,
wurden alle Komponenten des Kits nur unter der Hood gedffnet. Zuvor erfolgte die
grindliche Reinigung samtlicher Arbeitsflachen und aller Arbeitsgerate, welche in der
Hood bendtigt wurden, durch das Desinfektionsmittel Terralin Liquid. Die RNA-
Isolierung wurde in 4 Schritten durchgefiihrt. Zunéachst erfolgte der Zellaufschluss durch
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die Lysierung und Homogenisierung der Proben mit dem AL-Puffer, welcher Carrier-
RNA-AVE enthélt. Ziel dieses Schrittes war die Denaturierung des Plasmas sowie die
gleichzeitige Inaktivierung von zusétzlichen RNAsen. Dann erfolgte die Bindung des
Lysats an die Silikanmembran einer QlAamp MinElute S&ule. Im nachsten Schritt wurde
die Filtermembran dreimal mit alkoholhaltigen Puffern gewaschen. Die gebundene RNA
wurde zuletzt mit 50 Puffer AVE eluiert.

3.2.2 Reverse Transkription Polymerase Kettenreaktion

Bei der reversen Transkriptase PCR handelt es sich um die Kombination aus zwei
Verfahren. Zundchst wird mit Hilfe der reversen Transkriptase (RT) die isolierte RNA
in einen komplementaren DNA-Strang (cDNA) umgeschrieben. Dabei besitzt dieses
Enzym eine RNA-abhdngige DNA-Polymerase-Aktivitit, welche mittels Primer und
Desoxydinukleotiden (dNTPs) einen zum RNA-Strang komplementaren DNA-Strang
(cDNA) synthetisiert, eine RNase-H-Aktivitat, welche fir die Spaltung des RNA-Strangs
sorgt, und zuletzt eine DNA-abhéngige DNA-Polymerase, welche mittels des zweiten
Primers aus der einzelstrangigen cDNA eine doppelstrangige DNA synthetisiert. Diese
dient in der nachfolgenden PCR als Vorlage, aus welcher die gewiinschten Sequenzen
amplifiziert werden konnen.

Fur diese Methode wurde in den durchgefiihrten Experimenten das QIAgen OneStep RT-
PCR Kit verwendet (Qiagen, 2010), welches alle fur die Reaktionen bendtigten
Komponenten enthélt. Diese wurden vor Beginn der reversen Transkription hinzugefigt,
wobei sowohl die reverse Transkription als auch die Polymerasekettenreaktion
nacheinander im gleichen Tube stattfanden. Eine Zugabe weiterer Substanzen wahrend

oder zwischen beiden Reaktionen war nicht notwendig.

5 ul Quiagen One-Step-RT-PCR-Puffer
1 upl dNTP Mix

1 pl Primer HIV-PR outer 50protl

1 pl Primer RTouter Mj4

1 pl Enzyme Mix

14 ul  Rnase-freies Wasser

23 pl Gesamtvolumen
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Tabelle 12: PCR-Programme fur RT-PCR

Anzahl der Zyklen = Reaktionsschritt Temperatur @ Zeit
1 Reverse Transkripton =~ 50°C  30Min.

1 PCR Aktivierung 95°C 15 Min.

30 Denaturierung 94°C 20 Sek.
Anealing 55°C 30 Sek.
Extension 72°C 1 Min.

1 Finale Extension 72°C 10 Min.

1 Kihlung 15°C

3.2.3 Polymerasekettenraktion

Bei der Polymerasekettenreaktion (PCR) handelt es sich um ein enzymkatalysiertes
Verfahren zur Amplifikation bestimmter Gen-Sequenzen eines vorliegenden DNA-
Strangs. Dabei wird das Prinzip der DNA-Replikation angewandt. Essentiell ist zundchst
ein DNA-Strang, welcher als Matrize dient und dessen Sequenzen mindestens teilweise
bekannt sind. Zudem werden zwei spezifische Primer bendtigt, die jeweils am 3‘-Ende
der zu amplifizierenden Sequenz beider komplementéren Strange binden kdnnen, sowie
eine hitzestabile Polymerase und einzelne Nukleosidtriphosphat-Molekile. Die Reaktion
findet in der Regel in einem Thermocycler statt und besteht aus drei verschiedenen
Schritten, welche jeweils einen Zyklus bilden.

Im ersten Schritt erfolgt die Denaturierung, bei der durch eine Erhéhung der Temperatur
auf bis zu 95°C die Wasserstoffbriickenbindungen der doppelstrangigen DNA-Matrize
aufgespalten werden und nun zwei Einzelstrange vorliegen.

Im néchsten Schritt erfolgt bei einer Temperatur von 50 °C die Hybridisierung. Die
Primer, welche eine Lange von 20-40 Basen haben und zur gewinschten Sequenz
komplementar sind, binden an das 3°-Ende der beiden Einzelstrange (Annealing). Die so
entstandenen doppelstrangigen DNA-Abschnitte dienen nun als Startpunkt fir die DNA-
Polymerase, welche im dritten Schritt bei einer Temperatur von 68°C-72°C die Primer-
Sequenz durch die Anlagerung der Nukleotide verldngert und somit einen DNA-

Doppelstrang bildet, welcher die zu amplifizierende Sequenz enthalt.

24



Dieser Reaktionszyklus kann beliebig oft wiederholt werden, wobei die Menge der DNA-

Fragmente exponentiell zunimmt.

Nested-PCR

Die nested-PCR ist ein Variante der PCR, die sich vor allem fiir die Amplifikation sehr
geringer DNA-Mengen eignet. Es handelt sich um ein Verfahren, welches die Menge an
unspezifischen PCR-Produkten reduzieren soll. Zunachst wird die DNA in einer ersten
PCR mit nur wenigen Zyklen amplifiziert. Aus diesem Gemisch wird dann eine kleine
Menge an PCR-Produkten, welche neben der gewtnschten DNA-Sequenz auch
unerwiinschte Sequenzbereiche enthalt, entnommen und in einer weiteren PCR-Reaktion
mit anderen Primern zusammengebracht. Diese Primer sind so gewahlt, dass sie auf dem
gewilinschten DNA-Abschnitt in Bereichen binden, die sich weiter innen befinden als die
Primer-Bindungsstellen der vorangegangenen PCR. So werden nur die Produkte weiter
amplifiziert, welche zu allen Primern komplementar sind und die Spezifitat dieser PCR
erhoht.

Bei den durchgefuhrten Experimenten wurde die initiale PCR im Rahmen der RT-PCR
durchgefihrt. Fir die nested-PCR wurde eine Tag-Polymerase eingesetzt, welche

thermostabil ist und aus dem Bakterium Thermus aquaticus gewonnen wird.

25 pl Tag 2x Mastermix

1,25 pl Primer HIV-PR nest 50prot2
1,25 pl Primer HIV-RT nest NE13
20,5 pl dH20

2 ul Template

50 pl Gesamtvolumen

Der Reaktionsansatz wurde jeweils in 0,25ml PCR-Reaktionsgefalie auf Eis pipettiert und

nach kurzer Resuspension und Abzentrifugation im Thermocycler platziert.
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Tabelle 13: PCR-Programme fir die nested-PCR

Anzahl der Zyklen = Reaktionsschritte Temperatur  Zeit

1 PCR Aktivierung ~ 95°C 5 Min.
30 Denaturierung 94°C 20 Sek.
Anealing 60°C 30 Sek.
Extension 68°C 1 Min.
1 Finale Extension 68°C 10 Min.
1 Kihlung 15°C

3.2.4 Agarosegelelektrophorese

Um die Grolle der gewonnenen PCR-Produkte zu bestimmen, wurde eine
Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um ein biochemisches
Trennverfahren, bei welchem man sich die Tatsache zunutze macht, dass geladene
Molekdile in einem elektrischen Feld wandern. Da Nukleinsduren eine starke negative
Ladung besitzen, wandern sie von der Kathode zur Anode, wobei die Molekule schneller
wandern, je geringer ihre Lange ist.

Fur die Herstellung eines 1%igen Agarosegels wurde zunédchst 1,5g Agarose abgewogen
und mit 150 ml 1xTAE-Puffer in einem Erlenmeyerkolben gemischt. Dann erfolgte ein
viermin(tiges Erhitzen in der Mikrowelle, bis die Agaroseflocken vollstdndig geldst
waren. Um die Nukleinsauren spéter sichtbar zu machen, erfolgte die Zugabe von 5 pl
GelRed, welches durch vorsichtiges Schwenken in der Losung verteilt wurde. Das
Gemisch konnte dann in einen vorbereiteten Gelschlitten (Institutswerkstatt) gegossen
und ein Kamm fir die Formung der Geltaschen eingebracht werden. Nach ca. 40 Minuten
war das Gel ausgehértet und wurde nach Entfernung des Kamms in eine Gelkammer
(institutseigene Werkstatt) gegeben, welche mit 1xTAE-Puffer befillt war.

Die aufzutrennende Probe wurde im Verhaltnis 1:10 mit dem Ladepuffer versetzt und in
die vorbereiteten Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung der DNA-Fragmente erfolgte
bei einer Spannung von 100-130 Volt fir ca 60  Minuten.
SchlieBlich  konnte  die  Elektrophorese  mittels  UV-Licht durch ein

Geldokumentationsgerat analysiert und vorhandene Banden, welche durch GelRed
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markiert wurden, sichtbar gemacht werden. Das Ergebnis wurde fotographisch
festgehalten und im Computer abgespeichert.

G3184 G3187 G3188 G3189 G3192

boood e e o» S s e e
B--—---—-——---

Abbildung 6: Ergebnis einer Agarosegelelektrophorese nach RT-PCR mit anschlieRender nested-
PCR

Nach der RNA-Isolierung von 10 Proben erfolgte die RT-PCR, anschlieRend die nested-PCR mit einem
Teil dieses Produkts. Dann wurden die Proben mit einem 1%igen Agarosegel aufgetrennt. Im Zielbereich
von etwa 1000 — 1200 bp befanden sich Probe G3184, G3187, G3188, G3189, G3192. Diese wurden
aufgereinigt und sequenziert.

3.2.5 Aufreinigung von PCR-Produkten

Die PCR-Produkte wurden unter Verwendung des GenElute™ PCR Clean-Up Kit
(Sigma-Aldrich, NA 1020) nach Hersteller-Protokoll aufgereinigt. Ziel dieses Verfahrens
ist, die amplifizierten PCR-Produkte von den fir die PCR bendtigten Primern, der DNA-
Polymerase, Puffern, Nukleotiden und Salze zu entfernen, da diese Komponenten die

Sequenzierung storen kdnnen.

3.2.6 Photometrische Messung von Reinheit und Konzentration der DNA

Die photometrische Messung des DNA-Gehalts der PCR-Produkte wurde durch ein
NanoDrop Spektometer (ND-2000, Thermo Scientific) durchgefuhrt. Dabei macht man
sich die Tatsache zunutze, dass Nukleinsduren UV-Licht mit einer maximalen
Wellenldénge von 260 nm absorbieren. Proteine hingegen weisen ein
Absorptionsmaximum bei 280 nm auf, was vor allem durch die aromatisierten
Seitenketten bedingt ist.

In den durchgefuhrten Experimenten wurde das System zundchst mit einem

korrespondierenden Puffer als Referenzwert kalibriert. Nach dem Auftragen von
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2 pl der Probenldsung auf die Messvorrichtung wurde die Absorption sowohl bei einer
Wellenldnge von 260nm als auch 280nm bestimmt. Aus dem Quotient dieser beiden

Werte kann auf die Reinheit der Probe geschlossen werden.

Reinheit = A,¢0/A250

o dA,¢0 = gemessene Absorption bei 260nm

o A,g0 = gemessene Absorption bei 280nm

Ein Reinheitsquotient von unter 1,6 gab einen Hinweis auf eine Verunreinigung der
Probe.

Konzentration = 226U
2 ul
o V = Verdinnungsfaktor
o U = Umrechnungsfaktor (50 fur doppelstrangige DNA)

3.2.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA-Abschnitte erfolgte nach der Didesoxymethode von Sanger,
welche auch als Kettenabbruch-Synthese bekannt ist.

Auch hier werden die DNA-Doppelstrange zunédchst zu Einzelstrangen denaturiert. Es
folgt die Hybridisierung mit einem Sequenzierprimer, welcher durch die DNA-abhéngige
DNA-Polymerase verlangert wird. Um spéter die genaue Basenreihenfolge bestimmen zu
konnen, werden fluoreszierende 2°-3°-Didesoxynukleotide  (ddNTPs) dem
Reaktionsansatz hinzugefuigt, wobei jedes der vier unterschiedlichen ddNTPs mit einem
anderen Farbstoff gekoppelt ist. Dadurch ist eine Aufspaltung in vier getrennte Ansétze,
wie es bei der Verwendung von radioaktiv markierten Nukleotiden der Fall ist, nicht
notwendig. Bei Didesoxynukleotiden fehlt die Hydroxygruppe am 3 ‘-Kohlenstoff-Atom,
weshalb es bei deren Einbau in die wachsende DNA-Kette zum Synthese-Abbruch
kommt. Dieser Einbau der ddNTPs erfolgt zuféallig und so entstehen viele
Polymerisationsprodukte unterschiedlicher Lange, an deren Ende sich jeweils ein

fluoreszierendes Nukleotid befindet.
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In einem automatischen Sequenzanalysegerat werden die Polymerisationsprodukte nach

ihrer unterschiedlichen L&nge aufgetrennt und die endstandigen ddNTPs mittels Laser

Zur

Fluoreszenz angeregt.

2 ul H20

1 pl DNA

1 ul Primer

1 ul BigDye Version 1.1
5ul Gesamtvolumen

Tabelle 14: Programm fiir die Sequenzierung

Anzahl der Zyklen | Reaktionsschritt Temperatur = Zeit

1 PCR-Aktivierung 96°C 1 Minute

25 Denaturierung 96°C 10 Sekunden
Anealing 50°C 5 Sekunden
Extension 60°C 4 Minuten
Kihlung 15°C
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4. Ergebnisse

4.1 Patientengruppe
Fur die Auswahl der Patienten galten folgende Kriterien:
e Alter > 25 Jahre
e Geschlecht: weiblich und ménnlich
e HIV-positiv (neue oder bereits langer zuriickliegende Diagnose)
e Dbisher therapienaiv (keine HAART)
e HAART wird nach der Studienvisite begonnen

Die untersuchten Blutproben wurden im medizinischen Zentrum Bugando in Mwanza
(Tansania) gewonnen. Das entnommene Vollblut wurde zentrifugiert und anschlieRend
als EDTA-Plasma-Probe bei -80°C eingefroren und gelagert. AnschlieRend erfolgte der
Transport nach Wirzburg, ohne die Kiihlkette zu unterbrechen. Bis zur Untersuchung der

Proben wurden diese auch in Wiirzburg bei -80°C gelagert.

4.2 Subtypenverteilung der reversen Transkriptase

Die Bestimmung der Subtypen des HIV-Genoms erfolgte online durch die Eingabe der
entschliisselten Sequenzen in die ,,HIV DRUG RESISTANCE DATABASE®“ der
Stanford University. Dabei wurde sowohl der Subtyp der reversen Tranksriptase (RT) als
auch der Proteinase (PR) analysiert. Zur Kontrolle erfolgte, ebenfalls online, eine
zusitzliche Bestimmung iiber das ,,REGA Subtyping Tool* der Katholicke Univeriteit

Leuven.
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Bl 28.07% A

[ 1.75% B

[1 30.70% C

[ 13.16% CRF_01AE
Bl 2544% D

Bl 0.88% K

Total=114

Abbildung 7: Subtypenverteilung der reversen Trankriptase HIV-positiver Patienten in Tansania

Insgesamt wurden 114 Sequenzen analysiert. Bezogen auf die reverse Transkriptase
konnte bei 32 (28,07 %) Proben der Subtyp A detektiert werden, 35 (30,7 %) wiesen
Subtyp C auf und 29 (25,44 %) Sequenzen konnten dem Subtypen D zugeordnet werden.
Bei der Unterform CRF_01 AE handelt es sich um eine zirkulierende rekombinante Form,
welche bei 15 (13,16 %) Patienten auch vertreten war. Zudem trat zweimal Subtyp B und

einmal Subtyp K auf.

4.3 Resistenzlage in der untersuchten Patientengruppe

Auch vorliegende Resistenzen innerhalb der Sequenzen wurden durch das Programm der
»HIV DRUG RESISTANCE DATABASE®“ der Standford University analysiert.
Unterschieden wurde dabei zwischen 4 Schweregraden. Zudem zwischen Resistenzen
gegenuber den verschiedenen Medikamentenklassen, den nicht-nukleosidischen reverse
Tranksriptase Inhibitoren (NNRTI), den nukleosidischen reverse Transkriptase Inibitoren
(NRT]I) sowie den Proteaseinhibitoren (PI).

Insgesamt wurde das Plasma von 114 HIV-positiven Patienten untersucht. Bei 24
Patienten konnte mindestens eine Resistenz gegeniber einem antiretroviralen
Medikament nachgewiesen werden, unabhangig von deren Schweregrad (siehe Abb. 8).

Dies entspricht einer Préavalenz von 21,5 % innerhalb der untersuchten Gruppe.
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Weiterhin wurde berechnet, inwieweit die einzelnen Medikamentenklassen betroffen
waren. Insgesamt waren 17 Patienten (14,91 %) von einer Resistenz gegen ein NNRTI
betroffen. Bei 5 der untersuchten Plasmaproben lag eine Resistenz gegen ein NRTI und

bei 10 gegen ein Pl vor. Die Konfidenzintervalle sind in Tabelle 15 einsehbar.
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Abbildung 8: Resistenzlage
Abgebildet ist der Anteil der Patienten, welche mindestens eine Resistenz gegenuber

antiretrovirale Medikamente (HIVDR) aufwiesen. Daneben wird aufgezeigt, welche
Medikamentenklassen betroffen waren.

Tabelle 15: Konfidenzintervalle der Resistenzen

HIVDR Mean Konfidenzintervall (95%0)
‘Gesamt  215%  1345-28,65%

NNRTI 14,91 % 8,27 -21,55%

NRTI 4,39 % 0,57 -8,2%

Pl 8,77 % 3,5-14,04 %

Nach dem Kruskal-Wallis-Test ist ein statistisch signifikanter Unterschied nur zwischen
der Gruppe der NNRTIs sowie der NRTIs zu sehen. Das bedeutet, dass die
Wahrscheinlichkeit flr eine Resistenz gegen ein NNRTI in der untersuchten Gruppe

gegenuber den NRTIs signifikant erhoht ist.
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4.3.1 Schweregrad der Resistenzen innerhalb der Medikamentenklassen
Aufgezeigt werden soll im Folgenden, wie stark die einzelnen Medikamentenklassen
vom Grad der Resistenz betroffen waren. Die schwerste ist die ,,high-level-resistance®,
gefolgt von ,,intermediate-, low- und potential-low-level-resistance”. Gewertet wurde
hierbei nur die schwerste Resistenz. Enthommen sind die Daten aus dem Programm der
,HIV DRUG RESISTANCE DATABASE® der Standford University.

Von den detektierten Resistenzen gegen die Gruppe der NNRTI entsprachen 6 einer
,high-level-resistance, 1 einer ,,intermediate-level-resistance”, 6 Proben wiesen eine
,low-level-resistance und 4 eine ,,potential-low-resistance.

Fur die Klasse der NRTI wurden 2 Proben mit einer ,,high-level-resistance®, 2 mit einer
,low-level-resistance und 1 mit einer ,,potential-low-resistance” analysiert. Eine
,.intermediate-level-resistance* trat bei keiner Probe als schwerste Mutation auf.

Bei den Proteaseinhibitoren konnte kein ,high-level-,, oder ,intermediate-level-
resisctance® gefunden werden. Es fanden sich 3 Patienten mit einer ,low-level-

resistence® sowie 7 mit einer ,,potential-low-resistance*.
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Abbildung 9: Anteil der detektierten Resistenzen gegeniber den Medikamentenklassen
Gezéhlt wurde jeweils die schwerste Resistenz gegen die jeweilige Medikamentenklasse
innerhalb der Untersuchten Patientengruppe (n=114)
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Der Kruskal-Wallis-Test ergab hier keine signifikant hthere Wahrscheinlichkeit fur eine
,high-level-resistance gegen ein NNRTI im Vergleich zu den anderen
Medikamentenklassen. Interessant ware hier die Untersuchung einer wesentlich héheren

Patientenzahl.

4.3.2 Schweregrad der Resistenzen gegentber einzelnen Medikamenten

In Abbildung 10 wurde jede detektierte Resistenz berticksichtigt, unabhangig davon, ob
die Tripple-Therapie betroffen war. Die Gruppe der NNRTIs war am haufigsten
betroffen, besonders EFV und NVP stechen hier beziiglich der ,,high-level-resistance*

heraus.
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Abbildung 10: Ubersicht iiber die Resistenzlage der einzelnen Medikamente

Es wurde jede Resistenz berlicksichtigt. Unterstrichen sind Tenofovir (TDF), Lamivudin (3TC)
und Efavirenz (EFV), welche im Rahmen der first-line-Tripple-Therapie in Tansania eingesetzt
werden.

4.3.3 Resistenzlage gegenuber der Tripple-Therapie TLE

In Tansania wird ein festes Therapieregime in Form einer first-line- sowie einer second-
line-Tripple Therapie (siehe 1.7) angewendet, ohne vorher eine Resistenztestung
vorzunehmen. Um einschatzen zu koénnen, welche Folgen die Resistenzlage der
untersuchten Patientengruppe fiir den Therapieerfolg haben konnte, wurde untersucht,
inwieweit die einzelnen Medikamente betroffen sind.

Von 114 untersuchten Patienten waren 12 Individuen von mindestens einer Resistenz

gegen Efavarenz, Tenofovir oder Lamivudin betroffen. Dies spricht einer Pravalenz von
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10,53 %. Eine ,high-level-resistance™ trat bei 7 (6,14 %), eine ,,intermediate-level-
resistance® bei 1 (0,9%) und eine “potential-low-level-resistance” bei 4 (3,51%) Patienten
auf. Eine ,low-level-resistance” gab es nicht. Gewertet wurde hierbei jeweils die
Resistenz, welche am schwersten war. Statistisch war nach dem Kruskal-Wallis-Test das
Auftreten einer schwereren Resistenz nicht wahrscheinlicher als die einer leichteren. Die

Konfidenzintervalle kénnen aus Tabelle 16 entnommen werden.
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Abbildung 11: Resistenzlage gegenliber der Tripple-Therapie (TLE)
Gewertet wurde die jeweils schwerste Resistenz

Tabelle 16: Konfidenzintervalle der Resistenzen gegenliber der Tripple-Therapie (TLE)

HIVDR Mean Konfidenzintervall (95%o)
‘Gesamt  1035% = 4807-1625%

High- und intermediate- = 7,018 % 2,257 - 11,78 %

level

High-level 6,14 % 1,66 — 10,61 %

Intermediate-level 0,87 % -0,86 - 2,62 %

Potential-low-level 3,51 % 0,08 — 6,95 %
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Im néchsten Schritt wurde analysiert, bei wie vielen der 114 Patienten eine ,,high-level-
resistance® gegen eines der in den Tripple-Regimen eingesetzten Medikamente vorlag.
Efavirenz (EFV) war bei 6 der untersuchten Proben von dieser schweren Resistenz
betroffen, was einer Prévalenz von 6,84 % entspricht. Fir Tenofovir (TDF), Lamivudin
(3TC) und Emtricitabin (FTC) lag jeweils bei einer der untersuchten Sequenzen eine
,high-level-resistance® vor und somit eine Prdvalenz von 1,14 %. Nach dem Kruskal-
Wallis-Test sowie SEM (Standard error of Mean) besteht in der untersuchten
Patientengruppe eine signifikant hohere Wahrscheinlichkeit fiir eine ,high-level-

resistance® gegen EFV als fur die anderen Medikamente der Tripple-Therapie.
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Abbildung 12: Wahrscheinlichkeit einer ,,high-level-resistance* fiir die Medikamente der first-line-
und second-line-Tripple-Therapie in Tansania (Beschreibung siehe Text)

Um die Konsequenz fir die betroffenen Patienten in der untersuchten Kohorte
aufzuzeigen, sind in Tabelle 17 alle Patienten aufgefiihrt, bei denen eine oder mehrere
Resistenzen gegen die Tripple-Therapie aus Tenofovir (TDF), Lamivudine (3TC) und
Efavirenz (EFV) auftraten. Es zeigte sich, dass bei 7 Personen der untersuchten Gruppe
mindestens eine Mutation detektiert wurde, welche eine ,,high-level-resistance* gegen
mindestens eines dieser Medikamente aufwies. Dies entspricht einer Pravalenz von

6,14 %. Bei einer Person, Patient G3079, waren 2 Medikamente von einer high-level-

resistance betroffen, Patient G3122 wies eine high-level- sowie eine intermediat-level-
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resistance auf. Geht man also davon aus, dass alle untersuchten 114 Patienten die Tripple-
Therapie aus Efavirenz, Lamivudin und Tenofovir erhalten haben, war diese bei 7

Patienten unzureichend. Ein Patient war sogar gegen 2 dieser Medikamente resistent.

Tabelle 17: Liste der Patienten, welche von einer Resistenz gegenliber einer Tripple-Therapie aus
TLE betroffen waren

Patient High-level- Intermediate- = Low-level- Potential-low-
resistance Ievgl- resistance Ievgl-
resistance resistance
'G3042  ERV
G3056 TDF
G3061 EFV
G3076 EFV
G3079 3TC, EFV
G3085 EFV
G3096 EFV
G3105 EFV
G3122 TDF 3T1C
G3138 EFV
G3146 EFV
G3171 EFV

Bei 102 Sequenzen wurde keine Resistenz gegen das in Tansania Ubliche Therapieregime
gefunden, was bedeutet, dass 89,5% der untersuchten Patienten voraussichtlich eine
wirksame Behandlung erhalten hétten. Beriicksichtigt man nur die ,high-level-,, und

»intermediate-level-resistance®, so hétten 93,86 % eine ausreichende Therapie erhalten.
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4.3.4 Resistenzverteilung gegen die Tripple-Therapie (TLE) innerhalb der
einzelnen Subtypen

Weiterhin wurde betrachtet, ob der Subtyp des HI-Virus relevant fur die
Wahrscheinlichkeit einer Resistenz gegenuber eines der Medikamente der in Tansania
eingesetzten Tripple-Therapie ist. Insgesamt wiesen, bezogen auf die reverse
Transkriptase, 32 Sequenzen Subtyp A auf. VVon diesen waren wiederum 4 (12,5 %) von
einer Resistenz gegen eines der in der Tripple- Therapie eingesetzten Medikamente,
Efavirenz, Tenofovir oder Lamivudin, betroffen. Bei 35 Patienten wurde Subtyp C
detektiert, wovon 4 (11,43 %) Sequenzen eine Resistenz gegen eines der oben genannten
Medikamente aufwiesen. Bei der Rekombinanten Form CRF-01AE, welche sich in 15
untersuchten Proben fand, waren 3 (20%) Sequenzen von einer Resistenz betroffen und

von den 29 mit Suptyp D war nur 1 (3,45 %) betroffen.

1 p=03878
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Abbildung 13: Resistenzlage gegen TLE in den einzelnen Subtypen
Gewertet wurde der Subtyp der reversen Transkriptase

Nach dem Kruskal-Wallis-Test bestand kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Subtyp und dem Auftreten einer Resistenz gegen eines der in der Tripple-Therapie TLE

verwendeten Medikamente.
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4.3.5 Pravalenz fur Resistenzen gegen Nevirapin und der Zusammenhang mit
PMTCT

Um das Risiko fiir eine Ubertragung des HI-Virus von der Mutter auf ihr Kind wéhrend
und nach der Schwangerschaft zu senken, wurde im Jahr 2000 von der WHO Leitlinien
festgelegt, welche den Einsatz einer Monotherapie mit Nevirapin wahrend der
Schwangerschaft sowie auch als Prophylaxe fur das Neugeborene empfahlen (siehe 1.8)
Im Plasma der 114 untersuchten Patienten konnte bei insgesamt 10 Sequenzen eine
Resistenz gegenuber Nevirapin (NVP) nachgewiesen werden, was einer Pravalenz von
8,77 % entspricht. Es handelt sich um 9 Frauen und 1 Mann. Interessanterweise wurde
bei keiner der betroffenen Frauen im Vorfeld eine Therapie im Sinne einer ,,PMTCT*
durchgefuhrt. Da alle in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patienten therapienaiv sind,
ist anzunehmen, dass es sich bei den vorliegenden Resistenzen gegen NVP bereits um

Ubertragene und nicht um erworbene Resistenzen handelt.

4.3.6 Resistenzlage gegentiber TLE innerhalb der Geschlechter

Die untersuchte Patientengruppe bestand aus 80 Frauen und 34 Maénnern. Bei 2 der
untersuchten Manner konnte eine Resistenz, unabhangig vom Schweregrad, gegen eines
der Medikamente der Tripple-Therapie TLE gefunden werden. Das entspricht einer
Pravalenz von 5,88 %. Insgesamt wiesen 10 der untersuchten Frauen eine solche

Resistenz, was einer Pravalenz von 12,5 % entspricht.
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Abbildung 14: Resistenzlage gegenliber TLE innerhalt der Geschlechter
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Wendet man den Vierfeldertest an, ist der berechnete Prufwert kleiner als das
Signifikanzniveau, sodass die  Nullhypothese, dass ein signifikanter Unterschied
zwischen den Geschlechtern beziglich der Resistenzlage gegentiber TLE besteht, nicht

nachgewiesen werden kann.

Tabelle 18: Vierfeldertest zum Zusammenhang zwischen Geschlecht und Resistenzlage

Merkmal Resistenz  gegen Keine Resistenz gesamt
TLE gegen TLE
‘weiblich 10 70 80
mannlich 2 32 34
gesamt 12 102 114

Das Geschlecht hatte in der vorliegenden Arbeit also keinen signifikanten Einfluss auf
die Resistenzlage. Da die Anzahl der untersuchten Méanner jedoch auch wesentlich
geringer war, als die der Frauen, ist dieses Ergebnis wahrscheinlich nicht reprasentativ.

Hierflr mussten groéRere Stichproben herangenommen werden.
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5. Diskussion

In Tansania lebten im Jahr 2016 1,4 Millionen Menschen mit HIV. Aufkldarung zur
Préavention sowie Investitionen zur Schaffung von medizinischen Zentren und
Etablierung einer antiretroviralen Therapie waren die letzten Jahre im Fokus. Dennoch
standen in einem der strukturschwachsten Lander Afrikas im Jahr 2015 nur 63% der
betroffenen Erwachsenen und 48% der Kinder unter antiretroviraler Therapie.
Gleichzeitig wurden 55.000 Neuansteckungen registriert (UNAIDS 2017).

Neben der Herausforderung eine flachendeckende und suffiziente Therapie zu schaffen,
wurde in unserer Arbeitsgruppe eine besorgniserregend hohe Pravalenz an Resistenten in
therapienaiven Patienten festgestellt, die im Bereich von ca. 15% lag (Kasang et al. 2011).
In dieser Untersuchung zeigten Patienten mit einem Alter von >25 Jahren deutlich hohere
Préavalenzwerte fur das Vorliegen einer HIV-Medikamentenresistenz auf als jlingere
Patienten (Kasang et al. 2011). Aus diesem Grund wurden in der hier vorliegenden Arbeit
Patienten mit einem Alter von >25 Jahren untersucht. Diese Arbeit ist Teil einer grofieren

Studie, in der auch Patienten mit einem Alter von <25 Jahren untersucht worden sind. Die

Daten dieser Studie wurden im Jahr 2018 publiziert (Prevalence of pretreatment HIV drug

resistance in Mwanza, Tanzania. Rudovick L, Brauner JM, Englert J, Seemann C,

Plugaru K, Kidenya BR, Kalluvya SE, Scheller C, Kasang C. J Antimicrob Chemother.
2018 Dec 1;73(12):3476-3481. doi: 10.1093/jac/dky332.) In der vorliegenden Arbeit soll
diskutiert werden, ob das aktuelle kalkulierte Therapieschema ausreicht und inwieweit

eine Resistenztestung vor Beginn der Therapie sinnvoll ist.

5.1 Subtypenverteilung der reversen Transkriptase und der Zusammenhang mit
der Resistenzlage

Wahrend in der westlichen Welt Subtyp B am haufigsten auftritt, wurde in zahlreichen
Arbeiten nachgewiesen, dass im 0Ostlichen Afrika Subtyp A, C und D sowie diverse
Rekombinante vorherrschen. Somit handelt es sich hier um das Gebiet mit der gréiten
HIV-Subtypen-Vielfalt. Fir Tansania, speziell die Viktoriaseeregion, herrschen in
diversen Studien Subtyp A und C vor (Nyombi et al.2008, Njai et al. 2013; Herbinger et
al. 2006; Somi et al. 2008; Masimba et al., 2013, Kasang et al. 2011). Insgesamt spielen
auch die rekombinanten Formen eine immer gréRere Rolle (Agyingi et al. 2014).
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In der vorliegenden Arbeit wurde der Subtyp der reversen Transkriptase analysiert. Am
haufigsten trat Subtyp C (30,7 %), gefolgt von Subtyp A (28%) und Subtyp D (25,4%)
auf. Auch CRF_01AE spielt als rekombinante Form mit 13 % eine Rolle. Diese
Ergebnisse decken sich mit denen der oben genannten Studien, wobei auffallt, dass
Subtyp D etwas haufiger detektiert wurde (Njai et al. 2013, Masimba et al. 2013).

Die Resultate stellen lediglich einen Anhalt fir den gesamten Subtyp des jeweiligen HIV-
Genoms dar, da er sich nur auf die reverse Transkriptase bezieht. So ist méglicherweise
der tatsachliche Anteil an Rekombinanten fir das gesamte Genom noch hdéher, da in
weiteren Genabschnitte, wie der Protease, ein anderer Subtyp vorliegen kann. Zudem
kommen auch Mehrfachinfektionen (Hoelscher et al., 2002) in Frage, welche mit der in
dieser Arbeit verwendeten Methode nicht beriicksichtigt wurden.

Um ein genaueres Ergebnis flr die Subtypenverteilung sowie die Rolle der
Rekombinanten und Mehrfachinfektionen zu erhalten, ware eine Studie mit einer Analyse
des gesamten HIV-Genoms notig.

Von Interesse war auch, ob bestimmte Subtypen anfalliger fir die Entwicklung von
Resistenzen waren. Beriicksichtigt man die Resistenzen gegentiber der Tripple-Therapie
aus Efavirenz, Tenofovir und Lamivudin, so war in dieser Studie kein signifikanter
Unterschied bezuglich der Pravalenz zwischen den detektierten Subtypen. Die Prévalenz
flr Subtyp A betrug 12,5 %, fur Subtyp C 11,4 %, fiir D 3,4 % und fir die rekombinante
Form CRF_01AE von 20%. Vergleicht man diese Werte, so ist flir die in der vorliegenden
Arbeit untersuchte Patientengruppe zumindest eine nichtsignifikant hohere
Wahrscheinlichkeit einer Resistenz gegen TLE fir CRF_01AE gegeniiber den anderen
Subtypen zu sehen. Zudem erscheint Subtyp D weniger betroffen zu sein. Jedoch misste
auch hier fur ein exakteres Ergebnis eine weitere Studie mit héheren Fallzahlen sowie mit

einer Sequenzierung des gesamten HIV-Genoms erfolgen.

5.2 Einfluss des Geschlechts und PMTCT auf die Resistenzlage

Nach der Empfehlung der WHO im Jahr 2000 einer Monotherapie mit Nevirapin zur
Vermeidung einer HIV-Ubertragung von einer Mutter auf ihr Kind, fiel bereits wenige
Jahre spater eine hohe Resistenzrate fiir dieses Medikament auf (siehe 1.8). Auch fiir die
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vorliegende Arbeit war es von Interesse, inwieweit diese Resistenzen die heutige
Generation noch beeinflussen.

Die Pravalenz flr eine Resistenz gegenuber Nevirapin betrug in der untersuchten
Patientengruppe 8,77 % (9 Frauen, 1 Mann). Keine der Frauen war im Sinne einer
PMTCT vorbehandelt. Beriicksichtigt man diese Tatsache, lasst sich die These aufstellen,
dass diese Resistenzen bereits erworben sind, also zwischen Sexualpartnern ausgetauscht
wurden, was die Beobachtung von Kasang et al. Im Jahr 2011 bestatigt. Jedoch kommen
auch andere Ursachen in Frage. So konnte die selbststdndige Einnahme antiretroviraler
Medikamente, sei es vom Partner oder tiber den Schwarzmarkt, eine Rolle spielen. Die
Informationen Uber den Therapiestatus eines Patienten oder die Vorbehandlung im Sinne
einer PMTCT lasst sich zwar vor Einleitung der antiretroviralen Therapie erheben, jedoch
lasst sich nicht mit Sicherheit Gberprifen, ob die Angaben der Patienten korrekt sind.
Deshalb wird man nicht mit letzter Sicherheit andere Einflussfaktoren auf die
Resistenzlage ausschlielRen kdnnen.

Ein signifikanter Einfluss des Geschlechts auf die Resistenzlage konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht festgestellt werden. Da die Gruppe der untersuchten Manner
jedoch auch wesentlich kleiner als die der Frauen war, ist dieses Ergebnis nicht

reprasentativ.

5.3 Resistenzlage therapienaiver Patienten in Tansania

Das HI-Virus bildet durch seine hohe Replikationsrate mit Replikationsfehlern standig
neue Mutationen. Bereits nach durchschnittlich 2,6 Tagen ist eine neue Generation an
Viruspartikeln entstanden (Perelson et al. 1997). Durch die Reaktion des Immunsystems
entsteht ein hoher Selektionsdruck fur solche Viren, die sich einer Immunantwort noch
entziehen konnen. Der standigen leichten Veranderung des Virusgenoms kann sich das
menschliche Immunsystem nicht schnell genug anpassen, sodass es lediglich gelingt die
Viruslast zu senken, nicht aber sie komplett zu eliminieren (Nowak et al. 1991; Phillips
et al. 1991). Die Situation &ndert sich dramatisch, wenn eine antiretrovirale Therapie
begonnen wird, da jetzt HI-Viren einen Selektionsvorteil haben, die gegen diese
Medikamente resistent sind. Aus diesem Grund wird nach WHO-Empfehlung fir die
antiretrovirale Therapie eine Dreifachkombination (TLE oder TEE) eingesetzt. In

strukturschwachen Ldandern wie Tansania wird diese Therapie ohne vorherige
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Resistenztestung vorgenommen. Wichtig ist eine regelméRige Bestimmung der Viruslast,
da die Gefahr einer Resistenzentwicklung und somit eines Therapieversagens ab einer
Viruslast zwischen 100 und 300 Kopien/ml unter antiretroviraler Therapie zunimmt
(Garcia-Gasc6 2008).

Mit der besseren Zuganglichkeit fur antiretrovirale Therapie weltweit stieg auch die
Sorge um die Resistenzentwicklung. Deshalb empfiehlt die WHO eine regelmaliige
Untersuchung der Resistenzlage verschiedener Populationen um rechtzeitig durch eine
Umstellung der Therapieempfehlungen reagieren zu kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wurde das HIV-Genom von 114 therapienaiven Patienten
untersucht, die unmittelbar eine antiretrovirale Behandlung beginnen wiirden. Hiervon
wiesen 24 Sequenzen eine Resistenz gegen ein antiretrovirales Medikament auf, was
einer Pravalenz von 21,5 % entspricht (C195%, 13,45 — 28,65 %). In vorherigen Studien
lag die Pravalenz deutlich niedriger, was auch an den von der WHO vorgegebenen
Einschlusskriterien fur Patienten lag (Alter < 25, keine Schwangerschaft im Vorfeld,
keine ART im Vorfeld). Bereits 2011 wurde von unserer Arbeitsgruppe nachgewiesen
(Kasang, Kalluvya et al.), dass durch antiretrovirale Therapie entstandene resistente Viren
zwischen Partnern direkt Ubertragen werden kénnen und somit eine deutlich hohere
Prévalenz (19%) bei therapienaiven Patienten vorliegt.

Bezogen auf die einzelnen Medikamentenklassen war in der vorliegenden Arbeit die
Gruppe der NNRTIs mit einer Prévalenz von 14,91 % (CI95%, 8,27 — 21,55 %)
signifikant haufiger betroffen als NRTIs, welche eine Pravalenz von 4,39% (C195%, 0,57
— 8,2 %) aufwiesen. Die Proteaseinhibitoren waren mit 8,77% (C195%, 3,5 — 14,04 %)
ebenfalls von Resistenzen betroffen. Bereits in vorangegangenen Studien waren die
NNRTIs am starksten von Resistenzen betroffen (Sanchez, Holguin 2014; Hong et al.
2011; WHO 2017)). Vergleichbare Zahlen fiir Proteaseinhibitoren kénnen in anderen
Arbeiten nicht nachgewiesen werden.

Die Privalenz fiir eine ,,high-level-resistance® gegen ein NNRTI lag in der untersuchten
Patientengruppe bei 5,2 %, fur NRTI bei 1,75 %. Der Unterschied zwischen den beiden

Gruppen war nicht signifikant. Die Pls waren nicht betroffen.
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Um einschétzen zu kdnnen, ob das von der WHO empfohlene first-line-Therapie-Regime
flr die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patienten die richtige Strategie ist, wurde
analysiert, inwieweit diese Medikamente betroffen waren.

Die Pravalenz fir eine Resistenz, unabhangig von deren Schweregrad, gegen Lamivudin,
Efavirenz oder Tenofovir betrug 10,53 %. (C195%, 4,807 — 16,25 %). Diese Zahl deckt
sich mit erst jungst von der WHO veroffentlichten Daten (WHO 2017), wonach bereits
in 6 von 11 berichtenden L&ndern in Afrika, Asien und Lateinamerika eine Pravalenz von
uber 10 % fir eine Resistenz gegen eines der gangigen antiretroviralen Medikamente hat,
bevor eine Therapie begonnen wird.

8 Patienten (7,01%) der untersuchten Gruppe waren von einer ,high-level-,, oder
mintermediate-level-resistance betroffen (C195%, 2,257 — 11,78 %). In den westlichen
Industrienationen wird laut WHO eine Resistenztestung vor Beginn einer antiretroviralen
Therapie empfohlen, um Primarresistenzen du detektieren (Deutsches Arzteblatt, 2010).
Auch in Deutschland sind diese Primarresistenzen ein Thema. So lief3 sich beispielsweise
im Jahr 2005 in Nordrhein-Westfalen bei 9 % der neu diagnostizierten HIV-Infektionen
mindestens eine Resistenz gegen eines der géngigen antiretroviralen Medikamente
nachweisen (Sagir et al, 2007). Finanzielle Mittel und Infrastruktur machen es hier
moglich, bereits vor Beginn der First-line-Therapie eine Genomanalyse durchzufihren.
Diese Mafstébe sind jedoch auf Tansania, einem der strukturschwéchsten L&nder der
Welt, zum heutigen Zeitpunkt noch nicht Ubertragbar. Fir die hohe Pravalenz der
Primarresistenzen in der hier untersuchten Patientengruppe sind verschiedene
Erklarungsansatze zu diskutieren. Offensichtlich kdnnen unter antiretroviraler Therapie
entstandene resistente Viren zwischen (Sexual-)Partnern Ubertragen werden. In diesem
Zusammenhang ist es wichtig, dass auch die Ehepartner der Patienten, welche bereits
eine antiretrovirale Therapie erhalten oder diese eingeleitet werden soll, untersucht
werden.

Auch ein sogenanntes ,,Drug-Sharing* kann durchaus eine Rolle spielen. Die Patienten,
welche offiziell als therapienaiv gelten, konnten bereits Medikamente auf anderen
Wegen, zum Beispiel durch Verwandte oder den Partner, erhalten haben. Hier hilft nur
eine bessere Aufklarung und wiederum die Schaffung weiterer Zentren mit besserer

Zuganglichkeit fur eine kontrollierte antiretrovirale Therapie.
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Im Jahr 2013 wurde durch UNAIDS das Ziel beschlossen, bis in das Jahr 2020 das
sogenannte ,,90-90-90-Ziel* zu erreichen:

e 90 % der HIV-positiven Menschen sollen von ihrer Erkrankung Kenntnis haben

e 90 % der Patienten, welche von ihrer Erkrankung wissen, sollen unter

antiretroviraler Therapie stehen
e 90 % der antiretroviral behandelten Patienten sollen auf ihre Therapie suffizient
ansprechen

Im Jahr 2015 lebten in Tansania 1,4 Millionen Menschen mit HIV, wovon 53 % eine
antiretrovirale Therapie erhielten (UNAIDS 2016). Das Primare Ziel sollte also zunéchst
sein, mehr Menschen den Zugang zu dieser Therapie zu ermdglichen. In der vorliegenden
Arbeit ware fur 90% der untersuchten Patienten die First-Line-Therapie aus Tenofovir,
Lamivudin und Efavirenz die richtige Wahl gewesen, womit das letzte Ziel erfullt ist.
GroRe Hoffnung ruht auch auf einer neuen Kombinationstherapie aus Tenofovir,
Lamivudin und Dolutegravir, einem Integrase-Inhibitor, welcher bereits in einigen
Landern Afrikas eingesetzt wird (WHO 2018). Mehrere Studien sind sich darin einig,
dass diese neue Therapie aufgrund der guten Vertraglichkeit sowie einem besseren
Therapieerfolg sogar kosteneffizienter ist (Hren, Refoios Camejo, 2014; Meyer-Rath,
2016; Ripin etal 2017). Es bleibt abzuwarten, ob diese neue Kombination eine zusétzliche
Entspannung bezliglich der Priméarresistenzen bringt und somit das wichtigste Ziel von
UNAIDS, namlich ein Ende der AIDS-Epidemie bis in das Jahr 2030, verwirklichbar ist.
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6. Zusammenfassung

Seitdem HIV im Jahr 1983 als Ursache des ,,acquired immundeficiency syndrome*
(AIDS) isoliert wurde, hat sich viel in der Therapie dieser Infektion getan. Trotzdem
handelt es sich um eine Erkrankung, welche bisher nicht geheilt werden kann. Da der
weitaus groRere Anteil der betroffenen Menschen in strukturschwachen Lé&ndern lebt, ist
die groRte Herausforderung, eine flachendeckende Therapie weltweit zu etablieren und
diese fir jeden zuganglich zu machen.

Eine weitere Schwierigkeit ist die hohe Mutationsrate des HI-Virus, welche bereits in den
Anfangen der Therapie zu schneller Resistenzbildung fiihrte. Um dieser Entwicklung
entgegenzuwirken wurde eine Tripple-Therapie eingeflihrt, eine Kombination von
verschiedenen Medikamentenklassen, welche die Virusreplikation an ganz
unterschiedlichen Stellen hemmen soll. In der westlichen Welt wird vor Therapiebeginn
eine Resistenztestung vorgenommen. So kann eine nahezu normale Lebenserwartung fur
HIV-infizierte Menschen erreicht werden, zudem die Viruslast auf ein Minimum gesenkt
werden.

In strukturschwachen Landern wie Tansania ist eine solches VVorgehen aktuell aufgrund
fehlender Infrastruktur sowie geringer finanzieller Mittel nicht denkbar. Deshalb wird
nach WHO-Empfehlung eine standardisierte Dreifachkombination, in der Regel
Tenofovir, Lamivudin und Efavirenz, angewendet, ohne vorher eine Resistenztestung
vorzunehmen. In regelmaRigen Nachuntersuchungen wird anhand von Viruslast und
CD4-Zahl der Erfolg der begonnenen Therapie gemessen und nur bei einem Versagen
dieser eine Umstellung vorgenommen.

Bereits im Jahr 2011 wurde von unserer Arbeitsgruppe (Kasang, Kalluvya et al.)
nachgewiesen, dass eine deutlich héhere Pravalenz fur Primérresistenzen von HI-Viren
gegenuber antiretroviraler Therapie bestand, als zuvor angenommen. Betrachtet wurden
dabei alle Patienten, welche neu als HIV-positiv getestet wurden und nun therapiert
werden sollten. Neu war, dass auch altere Patienten (>25 Jahre) mit einbezogen wurden.
Aufgrund der hohen Prévalenz an Primarresistenzen (19%) nahm man an, dass durch
antiretrovirale Therapie entstandene resistente Viren zwischen Partnern direkt Gibertragen
werden konnen.

In der vorliegenden Arbeit sollte durch die Untersuchung einer gréReren Patientengruppe

dieser These nachgegangen werden. Untersucht wurde das Plasma von 114 Patienten (>
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25 Jahre), welche unmittelbar vor dem Start einer antiretroviralen Therapie standen und
bisher therapienaiv waren. Zur Bestimmung von moglicherweise vorliegenden
Resistenzen erfolgte im S3-Labor zundchst die Isolierung der Virus-RNA aus dem
Plasma. Diese wurde anschlieBend in DNA umschrieben, amplifiziert, aufgereinigt und
sequenziert. Die Sequenzen wurden online durch die ,,HIV DRUG RESISTANCE
DATABASE® der Standford University im Hinblick auf den Subtyp der reversen
Transkriptase (RT), der Protease sowie auf Resistenzen gegeniiber den gangigen
aniretroviralen Medikamenten analysiert.

Insgesamt wiesen 24 Sequenzen eine Resistenz gegen ein antiretrovirales Medikament
auf, was einer Pravalenz von 21,5 % entspricht. Die Medikamente der Tripple-Therapie
waren in der untersuchten Gruppe mit einer Pravalenz von 10,53 % betroffen. Diese
Ergebnisse sind besorgniserregend und bestdtigen die von Kasang, Kalluvya et al.
aufgestellte These. Dafur spricht auch, dass die Frauen, welche von einer Resistenz gegen
Nevirapin betroffen waren, keine VVorbehandlung im Sinne einer PMTCT hatten. Auch
hier lasst sich schlussfolgern, dass es sich um eine Ubertragene Resistenz handeln kénnte.
Fur den weitaus groReren Teil der untersuchten Patienten ware jedoch die Tripple-
Therapie ausreichend gewesen und das, ohne vorher eine aufwendige und kostspielige
Resistenztestung vorzunehmen. Bedenkt man noch die Tatsache, dass in Tansania zurzeit
nur jeder zweite HIV-infizierte Mensch tberhaupt unter antiretrovirale Therapie steht,
wird deutlich, dass zunéchst hier dringender Handlungsbedarf besteht. Finanzielle Mittel
missen zunédchst fur eine flachendeckende Zuganglichkeit der medikamentdsen
Behandlung genutzt werden, da dies die beste Methode ist, die Ausbreitung dieser
Pandemie einzuddmmen. Dennoch werden in den ndchsten Jahren weiterhin
Untersuchungen mit noch grélReren Patientenzahlen nétig sein, um die Wirksamkeit des
aktuellen Therapieregimes stdndig zu uberprifen und gegebenenfalls eine Anpassung

vorzunehmen.
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