HAUPTBEITRAG / HIV-THERAPIEN

Bioinformatische Unterstiitzung
der Auswahl von HIV-Therapien

AIDS ist eine der we-
sentlichen Bedrohungen

fiir die Menschheit

unter den heutigen
Infektionskrankheiten.
Die Krankheit verursacht
weltweit Millionen
Todesfalle jahrlich.

Wihrend in Europa
aufgrund von Aufkli-
rung und Vorbeugung
relativ geringe Zahlen
von Neuinfektionen
zu verzeichnen sind
(etwa 2700 im Jahr 2007
in Deutschland), sind
andere Bereiche der Welt, wie etwa das siidliche
Afrika, hoch mit AIDS durchseucht. Die Krankheit
ist weltweit weiter auf dem Vormarsch.

Einfiihrung
Der Erreger von AIDS, das menschliche Immun-
schwichevirus (Human Immunodeficiency Virus,
HIV), ist vermutlich erst vor etwa hundert Jahren
von Affen auf den Menschen iibergesprungen. Der
Erreger und sein neuer Wirt haben sich noch nicht
co-evolutiv aneinander angepasst. Daraus resultiert
die hohe Pathogenitét des Virus beim Menschen -
denn im Gegensatz zum Menschen werden Affen
zwar von der ihnen entsprechenden Virusvariante
(Simian Immunodeficiency Virus, SIV), mit der sie
schon wesentlich ldnger leben, infiziert, entwickeln
aber keine bedeutenden Krankheitssymptome.

AIDS ist aus verschiedenen Griinden beson-
ders tiickisch. Fiir die Bevolkerung ist besonders
geféhrlich, dass sich die Symptome der Krankheit
nur iiber lange Zeitrdume entwickeln, sodass ein
Wirt lange Zeit infektios sein kann, ohne dass er
oder seine Kontaktpersonen es merken. Fiir den
einzelnen Patienten ist besonders problematisch,
dass das Virus sein Genom in das Genom der Wirts-
zelle einspleifdt, sodass der Patient das Virus zeit
seines Lebens nicht mehr los wird. Da, wie wir
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sehen werden, das Virus hoch variabel ist, ist es sehr
schwierig, Impfstoffe dagegen zu entwickeln. Hier
ist kein kurzfristiger Erfolg abzusehen. Da Heilung
und Vorbeugung also stark behindert werden, zielen
medikamentdse Therapien gegen AIDS darauf ab,
die Virusreplikation im Patienten weitgehend zu
unterdriicken und dadurch Symptome zu lindern
und den Krankheitsverlauf hinauszuzégern.

Da sich das Virus im Patienten stidndig verdn-
dert, haben die behandelnden Arzte es mit einem
bewegten Ziel zu tun. Als Antwort auf eine Wirk-
stofftherapie verdndert sich das Virus - es wird
resistent. Wirkstofftherapien miissen stindig auf
das sich verdndernde Virus im Patienten eingestellt
werden. Die dabei wirkenden biologischen Zusam-
menhidnge zwischen dem Virus-Genotyp und seiner
Wirkstoffresistenz (dem Phénotyp) sind dabei hoch
komplex und bis heute nicht grundlegend verstan-
den. Daher zieht man bei der Therapieauswahl im
Wesentlichen Schliisse aus in der klinischen Praxis
gemachten Erfahrungen, die bis Anfang dieses
Jahrhunderts ausschliefSlich manuell gesammelt
und ausgewertet wurden. Die Komplexitét der
Zusammenhénge zwischen Genotyp und Phéanotyp
legt aber deren bioinformatische Analyse nahe. Wir
haben zu diesem Zwecke den Server geno2pheno
entwickelt, der solche Analysen frei auf dem Internet
anbietet. Im Folgenden wird tiber die Ziele dieses
Servers berichtet, die grundlegenden bioinformati-
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schen Methoden werden skizziert und der Einsatz
des Servers wird beschrieben.

Vermehrungszyklus des Virus
Als Virus ist HIV keine autonom lebensfahige Ein-
heit, sondern im Wesentlichen verpacktes Erbgut -
knapp 10.000 genomische Buchstaben, die von einer
Proteinhiille umgeben sind (Abb. 1). Dieser kurze
genomische Text definiert einen der gefahrlichsten
bekannten biologischen Killer. Der Aufbau des
HI-Virus ist heute sehr genau bekannt.

Wie alle Viren benutzt HIV die von ihm befal-
lene Zelle - in der Regel eine Zelle des menschlichen
Immunsystems -, um sich zu vermehren (Abb. 2).
Die Kenntnis vom Vermehrungszyklus von HIV ist
die Grundlage fiir alle Wirkstofftherapien gegen
AIDS [11].

Das Genom von HIV besteht nicht aus dem
allgemein bekannten Erbmolekiil DNS, sondern aus
der mit der DNS eng verwandten Ribonukleinsdure
RNS, die beim Menschen als Ubertréigermolekﬁl
fiir Erbinformation verwendet wird. Das HI-Virus
bindet mit seinem Hiillprotein (Abb. 1) zunichst
an ein Oberflichenmolekiil der zu infizierenden
menschlichen Zelle und taucht dann in die Zelle
ein. Wenn das Viruspartikel in die Zelle eingedrun-
gen ist, wird seine Proteinhiille abgestreift. Dann
iibersetzt das Virus zunédchst sein RNS-Genom in
die von der menschlichen Zelle ablesbare DNS. Da
die menschliche Zelle diese Aufgabe nicht tiber-
nehmen kann, hat das Virus ein spezifisch dafiir
entwickeltes Protein namens Reverse Transkriptase
(RT, Riickiibersetzer). Der Reversen Transkriptase
fehlt ein Fehlerkorrekturmechanismus, sodass bei
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praktisch jedem Kopiervorgang neue Varianten
des HIV-Genoms entstehen. Das nach DNS tiber-
setzte Virusgenom wird mithilfe eines weiteren
vom Virus mitgebrachten Proteins, der Integrase,
in das im Kern der befallenen Zelle vorhandene
menschliche Genom eingebaut. Die normale Tei-
lungsmaschinerie der menschlichen Wirtszelle ist
damit gezwungen, auch das virale Genom zu ver-
vielfdltigen, und auch die Proteine des Virus werden
von der Wirtszelle erzeugt. Die Komponenten des
Virus sammeln sich in der Ndhe der Zellperipherie.
Neue Viruspartikel werden zusammengebaut und
knospen von der Wirtszelle ab. Allerdings hdngen
mehrere virale Proteine in den unreifen Virusparti-
keln noch zusammen. Sie miissen dadurch aktiviert
werden, dass sie auseinander geschnitten werden.
Das Auseinanderschneiden besorgt ein drittes
Protein, das das Virus mitbringt, die sogenannte
HIV-Protease. So kann jede befallene Immunzelle
tausende Viruspartikel hervorbringen, bevor sie
stirbt.

Entwicklung von Medikamenten

gegen AIDS
Es gibt derzeit weit iiber 20 Medikamente gegen
HIV auf dem Markt. Alle Medikamente sind kleine
Molekiile und zielen darauf ab, einen Schritt im
Lebenslauf von HIV zu blockieren, indem das Me-
dikament an ein geeignetes funktionales Protein
bindet. (Das durch das Medikament angegriffene
Protein wird in diesem Zusammenhang Zielpro-
tein genannt.) Es gibt mehrere Moglichkeiten, ein
Protein zu blockieren. Eine beliebte Methode ist,
den Wirkstoff so zu konzipieren, dass er sich an die

Abb. 1 Aufbau des
Viruspartikels von HIV
(Abbildung mit
freundlicher Genehmigung
von Michael Kurowski,
Berlin)
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Abb. 2 Vermehrungszyklus von HIV, CD4 = zellulires Membranprotein, an das das Virus beim Zelleintritt andockt, CCR5/CXCR4 =
zelluldre Corezeptor-Proteine, die alternativ zusdtzlich fiir den Zelleintritt benotigt werden

aktive Stelle am Protein heftet, also diejenige, an der
das Protein an seinen molekularen Partner bindet.
Zielproteine sind menschliche oder virale Hiillpro-
teine zur Verhinderung des Zelleintritts des Virus
sowie die drei Virusproteine Reverse Transkriptase,
Integrase und Protease. Die weitaus grofite Anzahl
der gingigen AIDS-Medikamente greifen die virale
Reverse Transkriptase und die Protease an.

Die Flucht des Virus in die Resistenz
Wire das Virus nicht so variabel, wiirden ein oder
zwei AIDS-Medikamente ausreichen. Das Virus
verdndert sich aber praktisch bei jedem Kopier-
vorgang. Die Baupldne der viralen Proteine sind
im Virusgenom abgelegt und 4ndern sich, wenn
das Genom mutiert. Die viralen Varianten, deren
Proteine den Wirkstoff nicht oder weniger effek-
tiv binden, haben dabei einen Selektionsvorteil
und reichern sich im Patienten an: Das Virus wird
resistent.

Je mehr Viren produziert werden, desto hoher
ist die Chance, dass resistente Formen entstehen und
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sich anreichern. Gibt man parallel mehrere Wirk-
stoffe, die sich auch an verschiedene virale Proteine
heften, so muss das Virus fiir eine erfolgreiche Flucht
in die Resistenz eine gréflere Anzahl von Mutationen
hervorbringen. Somit wird das Fortschreiten der
Infektion verlangsamt.

Am Ende jedoch kann das Entstehen einer
resistenten Virusvariante nicht verhindert werden.
Dies passiert in der Regel im Verlauf von einigen
Monaten bis zu ein oder zwei Jahren.

Herkommliche Art der Therapieauswahl
Ist eine resistente Virusvariante entstanden, so steht
der Arzt vor einer schwierigen Wahl, namlich der
einer geeigneten Therapie, die nun diese Variante
unterdriickt. Gegen welche Wirkstoffe das Virus nun
resistent ist, steht in seinem Genom geschrieben,
jedoch in einer hoch verschliisselten Form. Bis
heute verstehen wir die molekularen Grundlagen
der viralen Resistenz nicht. Daher haben sich zwei
andere Zugdnge zur Resistenzbestimmung heraus-
gebildet.



Bei der sogenannten phénotypischen Resis-
tenzanalyse [19] werden Viruspartikel in Zellkultur
im Labor steigenden Konzentrationen einzelner
Wirkstoffe ausgesetzt. Dabei wird beobachtet, wie
sich die Vermehrungsrate des Virus reduziert.

Aus dieser Beobachtung kann ein vergleichender
Wert der Vermehrungsreduktion bei der viralen
Variante aus dem Patienten und der Rate eines
nicht resistenten Referenzvirus bestimmt werden,
der sogenannte Resistenzfaktor. Ein Resistenz-
faktor von 1 markiert die gleiche Resistenz des
Virus vom Patienten wie des Referenzvirus. Hohe
Resistenzfaktoren représentieren hoch resistente
Viren. Ist der Resistenzfaktor z. B. 10, so braucht
man die zehnfache Konzentration des Medikaments
wie beim Referenzvirus, um eine Halbierung der
Vermehrungsrate beim Virus des Patienten zu
erreichen.

Phinotypische Daten haben mehrere Nachteile.
Sie erfordern teure und langwierige Prozeduren, die
nur in hoch spezialisierten Laboren durchgefiihrt
werden konnen. Daher sind sie fiir die klinische
Praxis relativ ungeeignet. Und sie bemessen die
virale Resistenz in Zellkultur und nicht im Kérper
des Patienten. Sie liefern jedoch einen prizisen
quantitativen Wert fiir das Ausmaf an viraler
Resistenz.

In der klinischen Praxis geht man daher in der
Regel anders vor. Man identifiziert die relevanten
Teile des Genoms der im Patientenblut vorherr-
schenden viralen Variante, d. h., die Gene fiir die
Zielproteine von AIDS-Medikamenten (genoty-
pische Resistenzanalyse). Dies kann man schnell,
kostengtiinstig und mit Routineprozeduren erle-
digen. Nun muss man jedoch die virale Resistenz
(Phénotyp) aus dem Genotyp des Virus ablesen.
Und gerade das ist sehr schwierig, da die Genotyp-
Phinotyp-Beziehung hoch verschliisselt und daher
nicht einfach ablesbar ist. Man kann zwar klinische
Parameter messen, die etwas iiber die Intensitit
der Infektion aussagen, sogenannte klinische Pha-
notypen. Dazu gehoren die Viruslast, das heifit
die Anzahl der Viruspartikel pro Milliliter Blut
sowie die Anzahl der Immunzellen pro Mikroliter
Blut (CD4*-Zellzahl). Je hoher die Viruslast und je
geringer die CD4"-Zellzahl, desto gravierender ist
die Infektion. Diese Zahlen sind jedoch das Ergebnis
der Reaktion des Virus auf mehrere Medikamente
und auf das Immunsystem des Patienten. Aus ihnen
ist also die Resistenz des Virus gegen einzelne Me-

dikamente nicht so klar abzulesen wie aus den im
Labor gemessenen Resistenzfaktoren.

Bis vor kurzem hat man versucht, die Resis-
tenz des Virus auf einzelne Medikamente manuell
abzuleiten. Die klinischen Beobachtungen tiber
Verdnderungen im HIV-Genom und begleitende
Resistenzen werden dabei in sogenannten Mu-
tationstabellen gesammelt. Die am hdufigsten
verwendete derartige Tabelle wird von der Inter-
national AIDS Society fortgeschrieben [9]. Die
herkémmliche Art der Therapieauswahl ist nun
wie folgt: Der Arzt sieht sich das aus dem Blut des
Patienten isolierte Virusgenom an und sucht nach
Wirkstoffen, gegen die keine der in der Mutationsta-
belle verzeichneten Resistenzmutationen zu finden
sind. Eine Kombination solcher Wirkstoffe verab-
reicht er dann dem Patienten, wobei die genaue
Auswahl vielféltige weitere Einflussfaktoren und
Nebenbedingungen berticksichtigt.

Mutationstabellen haben einige schwerwie-
gende Nachteile. Zum einen geben sie vor, dass
Mutationen im HIV-Genom unabhéngig vonein-
ander Resistenz verursachen. Dem ist aber nicht
so. Es gibt Mutationen, die die Resistenz verstar-
ken oder aufheben, die durch andere Mutationen
verliehen wird [20]. Dieser expressive Nachteil
von Mutationstabellen kann aufgehoben werden,
wenn man computergestiitzte Expertensysteme
benutzt. Diese konnen komplexere Regeln zur Re-
sistenzbestimmung anwenden, die verschiedene
Mutationen im HIV-Genom miteinander in Be-
ziehung setzen. Solche Systeme sind heute auch
vielfach in Gebrauch. Sie sind die moderne Version
der Mutationstabellen [12,16].

Es gibt jedoch noch einen zweiten Nachteil.
Der manuelle Prozess zur Bestimmung von Re-
sistenzmutationen (oder den entsprechenden
Regeln) ist inhdrent subjektiv und nicht repro-
duzierbar. Deswegen haben unsere virologischen
Kooperationspartner um die Jahrtausendwende
nach systematischeren Zugéngen zur Resistenzana-
lyse gesucht. Die Bioinformatik bietet sich hier in
natiirlicher Weise als Methode an.

Bioinformatikmethoden zur Analyse

von HIV-Resistenz
Die grundsitzliche Idee der bioinformatischen
Resistenzanalyse ist, das Expertenwissen, das der
manuellen Erstellung der Mutationstabellen oder
der Regelsysteme zugrunde liegt, durch eine um-
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fassende Datenbank tiber klinische Erfahrung mit
AIDS-Therapien zu ersetzen. Zusammen mit un-
seren virologischen Partnern haben wir um die
Jahrtausendwende mit dem Aufbau einer solchen
Datenbank begonnen, die einen groflen Anteil der
in Deutschland verfiigbaren Daten umfasst, der
Arevir-Datenbank [13]. In den vergangenen drei
Jahren haben wir die Datensammlung im Rahmen
des EU-Projektes EuResist auf ein europdisches
Niveau gehoben [14]. Die Arevir-Datenbank umfasst
derzeit etwa 1000 Paare aus viralem Genotyp und
Labor-Phénotyp. Die Euresist-Datenbank umfasst
derzeit Daten zu knapp 100.000 Therapien von
knapp 34.000 Patienten [21]. Dabei liegen fiir etwa
5400 Therapie-Episoden Genotypen und klinische
Ergebnisse vor, d. h. der Zusammenhang zwischen
viraler Sequenz und klinischem Erfolg ist explizit
dokumentiert.

Auf der Basis solcher Daten lassen sich mit
Methoden des maschinellen Lernens statistische
Modelle fiir die Resistenzschidtzung von neuen
viralen Genotypen ableiten. Wir haben drei Arten
von solchen Modellen erstellt.

Zum einen kann man mit statistischen Methoden
den Informationsgehalt einer Mutation {iber die
Resistenz des entsprechenden Virus bemessen.
Dazu gibt es mehrere formale Moglichkeiten. Eine
ist, zu beziffern, inwieweit sich resistente Viren in
derjenigen Teilmenge der Datenbank anreichern, die
nur aus Viren besteht, die die betreffende Mutation
aufweisen. Ist dieser Anteil hoch, so ist auch der
Informationsgehalt der Mutation bzgl. der Resistenz
des Virus hoch, und sie kann als Resistenzmuta-
tion gelten. Auf diese Weise haben wir bis dato
unbeachtete Resistenzmutationen gegen géngige
AIDS-Medikamente gefunden, was von der Arztege-
meinde mit grof3en Interesse aufgenommen wurde
(Best Oral Presentation Award auf dem Européi-
schen HIV-Resistenzworkshop 2005) [18]. Diese
univariate Analyse hat jedoch dieselben expressiven
Nachteile wie die Mutationstabelle.

Die zweite Generation unserer Softwarewerkzeuge
beinhaltet multivariate Analysen, die eine syste-
matische Ableitung des in den manuell erstellten
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Expertensystemen vorhandenen Wissens tiber die
Genotyp-Phédnotyp-Beziehung bei der viralen Re-
sistenzanalyse ermdglichen. Wir haben eine ganze
Reihe solcher Modelle erstellt. Dabei haben wir
sowohl Verfahren zur Klassifikation des Virus (in
die Kategorien resistent/nicht resistent) als auch zur
regressiven Schitzung des Resistenzfaktors fiir ein
Virus entwickelt. Fiir die Klassifikation setzen wir
vor allem Entscheidungsbdume [2] und Random
Forests ein [8], fiir die Regression Support-Vector-
Maschinen [3]. Die statistischen Lernmethoden, die
wir anwenden, sind state-of-the-art und werden an
das jeweilige Problem angepasst. Im Zentrum unse-
rer Arbeit steht die Modellierung, d. h. die Auswahl
der Eingabe-Features und die geeignete Definition
der Ausgabe (z. B. die Festsetzung der Definition der
Kategorien resistent/nicht resistent bei der Klassi-
fikation von Viren). Die Validierung der Methoden
mit den daraus erwachsenden neuen medizinischen
Einsichten iiber Resistenzentwicklung stellt einen
weiteren wesentlichen Aspekt unserer Forschung
dar.

Als Beispiel wird hier ein Entscheidungsbaum
zur Klassifikation von HI-Viren bzgl. ihrer Resistenz
gegen den Protease-Blocker Saquinavir erldutert
(Abb. 3). Entscheidungsbdume sind hierarchische
Strukturen, die die Entscheidungsfolgen représen-
tieren, nach denen bestimmt wird, ob das Virus
resistent gegen ein einzelnes Medikament ist. Die
rechteckig eingekéstelten Zahlen in Abb. 3 entspre-
chen Positionen in der Aminosduresequenz des
Zielproteins fiir das Medikament, in diesem Fall der
Protease. Die durch einzelne Buchstaben angedeute-
ten Aminosdurevarianten unter den eingekistelten
Zahlen stellen mogliche Mutationen an der betref-
fenden Sequenzposition dar. Die Aminoséure des
Referenzvirus ist mit einem grauen Buchstaben
dargestellt. Graue Buchstaben reprisentieren also
die Abwesenheit einer Mutation. Schwarze Buchsta-
ben unter den eingekéstelten Zahlen reprasentieren
Abweichungen vom Referenzvirus, also Mutationen.
An den unteren Enden der Entscheidungshierarchie
befinden sich eingekreiste mit s (fiir suszeptibel =
nicht resistent) markierte und mit r (fiir resistent)
markierte Felder, die die endgiiltige Entscheidung
iiber die Resistenz des Virus reprisentieren. (Die
hier nicht naher erlduterten Zahlen unter diesen
farbigen Feldern sagen etwas iiber die Genauigkeit
der entsprechenden Vorhersage aus.) Der Baum in
Abb. 3 liest sich wie folgt: Wenn an Sequenzposition
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Abb. 3 Entscheidungsbaum fiir die Klassifikation eines Virus
nach seiner Resistenz gegen das Protease-Medikament
Saquinavir

90 der Protease eine Mutation von der (Aminosiure
in der) Referenzvariante Leucin (L) nach Valin (V)
zu finden ist, dann ist das Virus nicht resistent
(gegen Saquinavir). Ist dort eine Mutation nach
Phenylalanin (F) oder Methionin (M) zu finden,

so ist das Virus resistent. Falls an dieser Position
keine Mutation zu finden ist, miissen wir weiter an
Position 48 schauen usw. Der Entscheidungsweg,
der an der durch den Pfeil rechts unten markierten
Stelle endet, zeigt, dass eine einzige Mutation an
Position 54 von Isoleucin (I) nach Valin (V) zur
Resistenz des Virus fiihrt. Der Weg, der zur mit dem
weiter links stehenden Pfeil markierten Stelle fiihrt,
zeigt jedoch, dass eine Mutation an Position 72 von
Isoleucin (I) nach Valin (V) (oder auch Arginin
(R) oder Threonin (T)) das Medikament wieder
wirksam macht - sie hebt die durch die Mutation
an Position 54 hervorgerufene Resistenz des Virus
auf. Das ist ein Beispiel dafiir, wie multivariate
statistische Modelle die Abhéngigkeiten zwischen
Mutationen beriicksichtigen.

In einem sogenannten Kreuzvalidierungstest
stellte sich heraus, dass unsere Entscheidungsbaume
in etwa 90% der Fille korrekte Aussagen iiber die
Resistenz eines Virus in der Zellkultur im Labor
machen.

Unsere Resistenzmodelle fiir einzelne Wirk-
stoffe sind Basis des heute am meisten genutzten

Angebotes zur Resistenzanalyse auf dem
geno2pheno-Server [23], den wir frei im Internet
zur Verfiigung stellen. Die behandelnden Arzte oder
Labors geben dort den Genotyp der im klinischen
Kontext gefundenen viralen Variante ein und erhal-
ten eine Ubersicht wie in Abb. 4 gezeigt. Jede Zeile
steht hier fiir ein Medikament. Die Medikamente
im oberen Bereich der Abbildung blockieren die
Reverse Transkriptase, die Medikamente im unteren
Bereich blockieren die Protease. Die Spalte RF gibt
die Schitzung des Resistenzfaktors (mittels Regres-
sion mit Support-Vector-Maschinen) an. Die Spalte
z-score enthélt Informationen iiber die Signifikanz
des geschitzten Wertes fiir den Resistenzfaktor. Ist
diese Zahl hoher als 2, kann man von einer Resistenz
des Virus gegen das Medikament ausgehen. Im rech-
ten Teil werden Mutationen aufgelistet, und zwar in
rot (hier hellgrau) solche, die Resistenz verstirken
und in griin (hier dunkel) solche, die die Resis-
tenz schwichen. Das geno2pheno Softwareangebot
wird heute zur Therapierung eines groflen Teils
(etwa zwei Drittel) der in Deutschland therapierten
AIDS-Patienten genutzt [4,10].

In unserer Forschung gehen wir jedoch wei-
ter. Bei dem geno2pheno Angebot macht der Arzt
ndmlich immer noch sehr viel manuell. Zum einen
muss er ausgehend vom geschétzten Resistenzfaktor,
also einem Laborwert, auf die klinische Resistenz
des Virus beim vorliegenden Patienten schlieflen.
Zum anderen muss er verschiedene Wirkstoffe zu-
sammenstellen, die auch miteinander interagieren
kénnen. Und schliefilich ist nicht nur von Bedeu-
tung, wie die gegenwirtige virale Variante auf die
Therapie anspricht, sondern auch, wie lange ihr
Fluchtweg in die Resistenz ist, wie lange die The-
rapie also wirksam bleibt. Diese Aspekte werden
von der dritten Generation unserer Software zur
Resistenzanalyse beriicksichtigt.

Bioinformatikmethoden zur Auswahl

von HIV-Kombinationstherapien
In Kombinationstherapien wirken Medikamente
auf komplexe Weise zusammen. Daher kann man
Resistenzen des Virus gegen einzelne gemeinsam
verabreichte Medikamente nicht einfach maximie-
ren oder addieren, um die Effektivitdt der Therapie
zu schitzen. Um das Zusammenwirken von Medi-
kamenten zu modellieren, benutzen wir deshalb
wiederum statistische Lernverfahren, die subtile
nichtlineare Abhéngigkeiten zwischen den verschie-
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Drug RF 2z-score Scored Mutations
ZDV 879 79 215F 41L 70R 67N 48R
diC 2 38 184V 215F 74V 169D 219Q 70R 207E 135T
ddl 38 57 74V 184V 215F 214F 218E
. d4T 18 28 67N 184V 215F 70R 169D 101N 41L 50V 207E 219Q
Medikamente arc gg7 168  18av4iL
gegendie fFrc 415 49 184V 202V 49R 215F 219Q
Reverse ABC 96 136 184V 74V 41L 49R 215F 214F 181C 70R
Transkriptase TDF 21 29 219Q41L 70R 169D 184V 74V 601 215F 67N 135T
NVP 3975 6.4 103N 181C 135T
DLV 360 112 103N 181C 74V
EFV 397 6.7 103N 181C 135T 214F
sQv 14 09 63P 14R
DV 14 0.1
RTV 12 -01  63P14R
Medikamente NFv 13 -01  63P3I12S
gegen cdie APV 08 -06 63P
Protease LPV 11 02 e3P
TPV 12 -06  3163P 128
DRV 24 0.1 3137N 63P
ATV 09 -1 14R 63P

Abb. 4 Ergebnis der Resistenzanalyse auf dem geno2pheno-Server

Tam1 Pfad
M D K L T K
41 67 70 210 215 219
- N R W FIiY EQ
Tam2 Pfad

Abb. 5 Die ersten Mutationsschritte entlang zweier Fluchtpfade in die Resistenz gegen das AIDS-Medikament AZT

denen Wirkstoffen erkennen. Dabei betrachten wir
nicht nur die Resistenz des gegenwirtig beobachte-
ten Virusstammes, sondern wir extrapolieren auch
in die Zukunft. Denn fiir den Erfolg einer Therapie
ist nicht nur wichtig, wie resistent der gegenwirtige
Virenstamm gegen die verabreichte Therapie ist,
sondern auch, wie lange die Therapie gegen einen
sich zunehmend verdndernden Virenstamm effektiv
bleibt.

Wie schon erwihnt, antwortet das Virus auf
eine Wirkstofftherapie mit einer Flucht in die
Resistenz - es setzen sich genomische Varianten
durch, die gegeniiber der Wirkstofftherapie Uber-
lebensvorteile haben. Dabei ist zu beobachten, dass
das Virus bestimmte Fluchtpfade in die Resistenz
bevorzugt. Diese Pfade kénnen heute noch nicht
auf der Basis eines biologischen Verstidndnisses des
Resistenzphdnomens bestimmt werden. Man kann
sie lediglich in der klinischen Praxis beobachten.
So sind z. B. die in Abb. 5 dargestellten Flucht-
pfade in die Resistenz gegen das Medikament AZT,
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einen Reverse-Transkriptase-Blocker, beobachtet
worden.

Im Prinzip sollten solche Fluchtpfade in einer
Genotyp-Phénotyp-Datenbank zur HIV-Resistenz
auffindbar sein. Dies ist dann besonders einfach,
wenn sogenannte longitudinale Daten vorliegen.
Dies sind Zeitreihen fiir einzelne Patienten, die im
Verlaufe der Jahre therapeutisch begleitet werden,
und bei denen jeweils iiber einen grofleren Zeitraum
Virustests vorgenommen wurden. Solche Zeitreihen
stehen uns jedoch nicht in ausreichendem Maf zur
Verfiigung. Wir haben dagegen cross-sektionale
Daten - also Daten von vielen Patienten, aber von
jedem Patienten nur einen oder ganz wenige Da-
tenpunkte. Aber auch in cross-sektionalen Daten
sind Fluchtpfade auszumachen. Etwa gibt sich der
TAM-1-Pfad dadurch preis, dass in unserer Daten-
bank eine ganze Reihe von Datenpunkten vorliegen,
die Virenvarianten enthalten, die den TAM-1-Pfad
mehr oder weniger weit durchschritten haben,
also die Mutation an Position 215 (der Reversen



Transkriptase) oder aber die beiden Mutationen

an den Positionen 215 und 41 aufweisen. Dagegen
gibt es keine oder nur wenige Datenpunkte, die die
Mutation an Position 41 haben, nicht aber die an
Position 215. Wir haben eine Technik entworfen,
mit der man eine bestimmte Art von statistischen
(Bayes’schen) Modellen, sogenannte Mutagenetische
Biume, berechnen kann, die die Verteilung der
Mutationsmuster in unserer Datenmenge mog-
lichst genau wiedergeben [6]. Abbildung 6 zeigt
das Ergebnis fiir die Fluchtpfade in die Resistenz
gegen AZT. Der untere Baum bildet die beiden
TAM-Pfade ab. Der obere Baum hat keine beson-
dere Struktur und verkorpert das ,,Rauschen bei
der Flucht in die Resistenz. Die Zahlen iiber den
Bdumen besagen, dass 78% der Daten durch die
beiden TAM-Pfade beschrieben werden, der Rest ist
Rauschen.

Die Bidume werden vom Programm auch mit
quantitativen Informationen versehen, die aussagen,
in welchem Zeitraum die Resistenzmutationen zu
erwarten sind. Mithilfe dieser Information kann
man einen quantitativen Begriff fiir die sogenannte
genetische Barriere ableiten [5]. Das heifdt, man
kann die Wahrscheinlichkeit beziffern, mit der
das Virus als Antwort auf eine gegebene Therapie
gegen einen gegebenen Wirkstoff in einem be-
stimmten Zeitraum ein bestimmtes Resistenzniveau
erreicht. Die genetische Barriere ist die wesentliche
Information, die es uns ermoglicht, die Effekti-
vitdtsdauer einer AIDS-Therapie abzuschétzen.
Wir berechnen sie mithilfe der mutagenetischen
Bidume und stellen sie einem umfassenden sta-
tistischen Modell zur Verfiigung, das aus den
Eingaben vorherrschende virale Variante, frithere
Therapien, geschdtzte Resistenz der Variante gegen
alle Wirkstoffe und genetische Barriere zur Flucht
in die Resistenz gegen alle Wirkstoffe den Erfolg
einer gegeben Kombinationstherapie von AIDS-
Wirkstoffen abschitzt. Dies wird dann vergleichend
fiir die mehreren hundert in der Praxis eingesetzten
Kombinationstherapien vorgenommen. So werden
die Therapien gemifi ihrer geschitzten Wirksamkeit
gereiht. Solche Therapien, die die grofiten Chancen
bieten, iiber einen gewissen Zeitraum wirksam
zu sein, werden als erste vorgeschlagen. Der be-
handelnde Arzt sichtet die am besten bewerteten
Therapien und berticksichtigt noch weitere Fakto-
ren bei der Auswahl, die wir in unseren Modellen
bisher nicht erfassen, wie etwa die Vertréaglich-
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Abb. 6 Ein Modell mit zwei mutagenetischen Bdumen fiir die
Flucht in die Resistenz gegen AZT. ,,Wild type” bezeichnet hier
den Ausgangspunkt fiir die Flucht in die Resistenz, ndmlich das
Referenzvirus

keit gewisser Medikamente durch den Patienten.
Retrospektive Kreuzvalidierungsstudien haben
gezeigt, dass unter Verwendung unserer Software
die Fehlerrate bei der Auswahl von AIDS-Therapien
von rund 1 von 4 (ohne Softwareunterstiitzung) auf
1 von 7 (mit unserer Software) reduziert werden
kann [1].

Ein ermutigender Fall

aus der klinischen Praxis
Fiir den Laien eindrucksvoller ist aber vielleicht
folgende Geschichte aus der klinischen Praxis:
Einer der mit uns zusammenarbeitenden Arzte
hat einen AIDS-Patienten in Behandlung, nennen
wir ihn Georg. (Der wirkliche Name ist uns aus
Datenschutzgriinden korrekterweise nicht bekannt.)
Georg hat sich im Jahre 1987 infiziert. Seitdem ist
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er in Behandlung. Bisher hatte man aber keine
Therapie gefunden, die ihm wirklich hilft. In den
vergangenen 15 Jahren waren bei allen verabreichten
Therapien wesentliche Zahlen von HI-Viren im
Blut zu messen. Unabhéngig davon durchlief Georg
natiirlich den Wechsel von Resistenzentwicklung
und Therapiewechsel mehrmals. Im Oktober 2003
boten dann die Mutationstabellen keine Alternative
mehr. Der im Blut von Georg isolierte Virenstamm
hatte gegen alle Wirkstoffe Resistenzmutationen
vorzuweisen. Nach der klassischen Vorgehensweise
war Georg ,,austherapiert®. Der behandelnde Arzt
zog zu diesem Zeitpunkt unseren Server zu Rate.
Der Server machte einen Vorschlag, den der Arzt
aufgrund seiner medizinischen Expertise noch
etwas modifizierte. Seit diesem Therapiewechsel war
Georg zum ersten Mal in seiner Patientenlaufbahn
,»virusfrei®, jedenfalls, was sein Blutserum betrifft.
(Aus dem Korper kann man HIV, wie schon erwéhnt,
nicht ganz entfernen.) Dieser Zustand hilt jetzt
schon iiber fiinf Jahre an.

Neue Medikamente
Auch noch so gute Software zur Therapieaus-
wahl kann aber nicht verhindern, dass sich mit
der Zeit im einzelnen Patienten, aber auch in der
Bevolkerung allgemein, resistente Virenvarianten
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anreichern. Daher ist es notwendig, immer neue
AIDS-Medikamente zu entwickeln, die den Lebens-
lauf des Virus an immer anderen Stellen blockieren.
Ein besonders attraktiver Punkt des Lebenszyklus
istin diesem Zusammenhang der Zelleintritt. Denn
wenn man verhindert, dass das Virus in die Zelle
eintritt, verhindert man auch seine Integration in
das menschliche Genom und die komplette Eli-
mination des Virus aus dem Korper des Patienten
bliebe im Prinzip denkbar. Aus diesem Grunde
hat sich die Forschung in den vergangenen Jahren
intensiv auf die Entwicklung von Medikamenten
zur Blockierung des Zelleintritts fokussiert, und
erste solche Medikamente sind auch bereits auf
dem Markt verfiigbar und im klinischen Einsatz.
Aber auch hier hat das Virus natiirlich wieder
evolutive Gegenmafinahmen, um der Therapie

zu entgehen.

Der virale Zelleintritt ist ein komplexer
mehrstufiger Prozess, bei dem das Virus und
die Wirtszelle wechselseitig miteinander wirken
(Abb. 7).

Auf der Seite der Wirtszelle spielen dabei zwei
Oberflichenproteine eine Rolle. Der zelluldre Re-
zeptor CD4 geht den ersten Kontakt mit dem Virus,
genauer mit seinem Hiillprotein gp12o0, ein. In ei-
nem zweiten Schritt bindet ein weiteres zelluldres

Abb. 7 Zelleintritt von HIV
(Mit freundlicher
Genehmigung von Pfizer
Pharma GmbH)



Oberfldchenprotein, der sogenannte Korezeptor.
Das Virus benutzt als Korezeptor eins von zwei
verschiedenen zelluldren Proteinen, die CCR5 und
CXCR4 heifSen. Eine Erstinfektion ist praktisch
nur iiber den Korezeptor CCR5 moglich. Wahrend
der Infektion kann das Virus (durch Verdnderung
des Gens fiir sein Oberfldchenprotein gp120) den
Korezeptor wechseln und fortan weitere Zellen
iiber den Korezeptor CXCR4 befallen. Ein solcher
Korezeptorwechsel nach CXCR4 ist im Allgemeinen
mit einem Fortschreiten der Krankheit assoziiert.
Man versucht ihn daher zu vermeiden.

Neue Medikamente zum Blockieren des Zell-
eintritts greifen den Korezeptor CCRj5 an. Dieses
Protein ist ein attraktives Zielprotein fiir Medika-
mente. Man hat nimlich beobachtet, dass etwa 1%
der Bevolkerung keine funktionelle Variante dieses
Proteins haben. Solche Individuen konnen sich
praktisch nicht mit HIV infizieren, haben aber sonst
keine auffilligen Symptome. Der erste CCR5-Blocker
kam im Oktober 2007 auf den Markt. Eine offen-
sichtliche Antwort des Virus auf eine Therapie mit
einem CCR5-Blocker ist der Wechsel des Korezep-
tors nach CXCR4. Daher ist bei einer Therapie mit
CCRs-Blockern ein begleitender Test des Virus auf
Korezeptorgebrauch zwingend vorgeschrieben. Fiir
einen solchen gibt es — genau wie bei Resistenztests
- eine kostspielige und aufwéndige phinotypische
Variante, bei der der Korezeptorgebrauch im Labor
getestet wird. Wir bieten dafiir auf dem geno2pheno-
Server aber auch eine genotypische Variante an.
Hierzu muss lediglich der relevante Abschnitt des
viralen Hiillproteins gp120, der mit dem Korezeptor
interagiert, in unseren geno2pheno-Server eingege-
ben werden. Unsere statistischen Modelle machen
dann eine Schitzung fiir das Risiko, dass das Virus
den Korezeptor CXCR4 benutzt. Dieses Serverange-
bot wird seit Herbst vergangenen Jahres besonders
intensiv genutzt [15,17].

Messung der viralen Quasispezies
Bei der Vorhersage des Korezeptorgebrauchs gibt es
eine wesentliche Komplikation, die zwar im Prinzip
auch bei der viralen Resistenz besteht, dort aber
nicht dieselbe hohe klinische Bedeutung zu haben
scheint. Diese besteht darin, dass im Kérper des Pa-
tienten eine diverse Population verschiedener viraler
Varianten vorherrscht, eine sogenannte Quasipezies.
In unseren genotypischen Messungen erhalten wir
in der Regel nur Aussagen iiber das Genom der

dominierenden viralen Variante. An Positionen im
Genom, an denen zwei virale Varianten in grofler
Zahl (iiber 20% der Gesamtpopulation) vorkommen,
erhalten wir einen sogenannten ,,Wobble®, d. h. eine
zweideutige Information {iber den genomischen
Text. Somit ist die gemessene virale Genomsequenz
nur ein ,,Konsens“ der in der Population dominie-
renden Varianten. Genauere Informationen iiber
den Aufbau der Quasispezies bleiben uns verborgen.
Diese Tatsache beschriankt die Genauigkeit unserer
Vorhersage zum Korezeptorgebrauch. So schaffen
es unsere Modelle auf sogenannten klonalen Daten-
sitzen, bei denen nur eine einzelne Virusvariante
genotypisiert und phinotypisiert wurde, etwa 85%
der CXCR4-gebrauchenden Viren zu erkennen,
wihrend bei klinischen Daten, in denen uns der
Konsens iiber die dominierenden Varianten einer
Quasispezies vorliegt, diese Genauigkeit auf etwa
67% abfillt. Dies resultiert zum einen aus der Kon-
sensbildung beim Genotypisieren, vor allem jedoch
dadurch, dass virale ,,Minorititen“ - Varianten, die
nur 10% oder weniger der Quasispezies ausmachen -
tiberhaupt nicht aufgespiirt werden.

In den vergangenen Jahren ist eine neue genomi-
sche Sequenzierungstechnologie entwickelt worden,
das sogenannte ultra-deep sequencing. Damit ist
es im Prinzip méglich, ein sehr genaues Abbild
der gesamten viralen Quasipezies zu bekommen.
Wir haben erste Erfahrungen mit dieser Technik
gesammelt. Aus einer einzigen Probe Patienten-
blut haben wir dabei rund 125.000 Genabschnitte
des viralen Hiillproteins gp120 identifiziert, die in
tiber 1000 Varianten vorkamen. Wenn wir diese
Varianten in unseren Vorhersageserver eingeben,
erhalten wir ein Profil des Korezeptorgebrauchs
der gesamten Quasispezies. Wir sind iiberzeugt,
dass dieses Profil die notwendige Information ist,
um unsere Vorhersagegenauigkeit bedeutend zu
steigern. Validierungen dieser Technik stehen aber
noch aus.

Ausblick
Trotz der Effektivitdt der entwickelten Methoden
stehen wir im Hinblick auf eine addiquate Model-
lierung des Krankheitsgeschehens bei AIDS und
der Wirkung von medikament6sen Therapien auf
dieses Geschehen erst am Anfang. Eine wesentliche
Auslassung besteht darin, dass das Genom des
Patienten nicht in die Analyse einbezogen wird. Bei
der Behandlung einer Infektionskrankheit gibt es
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immer drei Akteure, den Patienten (Wirt), den Erre-
ger (Gast) und den Wirkstoff (Abb. 8). Bisher haben
wir nur die Beziehungen zwischen Erreger und
Wirkstoff betrachtet. Es ist aber auch so, dass HIV
auch Mutationen entwickelt, mit denen es versucht,
dem Immunsystem des Wirtes zu entkommen.

Ein weiterer Ansatzpunkt fiir weiterfithrende
Forschung ist, dass die der Resistenzanalyse unter-
liegenden klinischen Datenbanken trotz ihrer bereits
betrichtlichen Grofie fiir viele Medikamentenkom-
binationen nur ein geringes Datenaufkommen
anbieten. Ferner sind die Datenbanken nicht
repréisentativ fiir den heutigen globalen Wirkstoft-
einsatz, sondern weisen regionale und zeitliche
Verzerrungen auf. Es bedarf neuartiger statisti-
scher Methoden, diesen Unzuldnglichkeiten der
Datenbasis entgegenzuwirken [7].

Dariiber hinaus birgt das hier ausfiihrlich be-
sprochene therapeutische Ziel, die gegenwirtige
Therapie moglichst lange effektiv zu halten, das
Risiko, dass beim Versagen der Therapie - das
unweigerlich frither oder spiter einsetzen wird -
moglicherweise ein hoch resistenter Virenstamm
vorliegt, der dann kaum weitere Therapieoptio-
nen offen lisst. Daher sollte vermieden werden,
durch die gegenwirtige Therapie die Anreicherung
einer schwer therapierbaren viralen Variante zu
provozieren. Diese Anforderung hat fundamentale
Konsequenzen fiir den Therapieauswahlprozess.

Langerfristig ist es erstrebenswert, die bisher
rein statistische Analyse klinischer Resistenzdaten
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durch mechanistische Modelle der biochemischen
Prozesse bei der Infektion von Zellen durch HIV
anzureichern. Dabei findet der Infektionsprozess
auf drei Ebenen statt: der Ebene der einzelnen
befallenen Zelle, der Ebene des Organs im einzelnen
Patienten sowie der Ebene der Patientenpopula-
tion. Eine Multiskalensimulation der Krankheits-
und Resistenzentwicklung auf allen drei Ebenen
sowie ihrer Manipulation durch Wirkstofftherapien
ist ein Forschungsziel, das noch in weiter Ferne
steht.
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