SCHWERPUNKT: VIREN

Computerjagd
auf das AIDSVIRUS

Resistenzen sind das gravierendste Problem bei so wandlungsfahigen Viren wie
dem Aidserreger HIV. Wie kann man den Infizierten helfen? Die Antwort
erfordert umfassende Informationen liber Varianten von HIV — und Computerhilfe.

In Kiirze

: > Das Aidsvirus mutiert

. fortwdhrend und wird daher
tiber kurz oder lang gegen

: eine Wirkstoffkombination,
. die ein Patient erhilt,
resistent.

» Mit Hilfe von Daten-

: banken und mit bioinforma-

. tischen Methoden wie

. statistischen Lernverfahren

ist es nun moglich, aus der

: Genomsequenz der jewei-

: ligen Virusvariante die :
. wahrscheinlich effizientesten
alternativen Wirkstoffe zu er- :
© mitteln. '
: » Das Verfahren ldsst sich

: im Prinzip beispielsweise

auch auf Krebszellen anwen-
den, um den Zustand eines

: Tumors besser zu beurteilen.

Von Thomas Lengauer und Rolf Kaiser

Is Virus ist der Aidserreger streng
genommen kein Lebewesen, son-
dern lediglich ein Stiick verpacktes
Erbgut — knapp 10000 genomische
Buchstaben, umgeben von einer Proteinhiille.
Diese 10000 aneinandergereihten Lettern de-
finieren den vielleicht gefihrlichsten Erreger
iiberhaupt. Wie alle Viren nutzt er die von
ihm befallene Zelle, um sich zu vermehren.
Doch das Humane Immunschwiche-Virus
HIV ist besonders tiickisch, denn es versklavt
dafiir just Zellen des menschlichen Immun-
systems, die der Krankheitsabwehr dienen.

Derzeit sind iiber zwei Dutzend Medika-
mente gegen HIV auf dem Marke, und fast
alle zielen darauf ab, eines der viruseigenen
Proteine — das Zielprotein des jeweiligen Arz-
neistoffs — unschidlich zu machen. Es gibt
mehrere Méglichkeiten, das anvisierte Eiweif3-
molekiil zu blockieren. Eine beliebte Methode
ist, den Wirkstoff so zu konzipieren, dass er
sich an die aktive Stelle am Zielprotein heftet —
an diejenige, welche die eigentliche Arbeit
verrichtet. Das ist etwa so, als wiirde man den
Kopf einer Zange mit Knete verkleben.

Doch warum braucht man so viele ver-
schiedene Wirkstoffe? Warum reicht nicht ein
einzelner aus, der ein Protein ausschaltet und
so den Lebenszyklus von HIV unterbriche?
Der Grund ist, dass sich das Virus rasant —
praktisch bei jedem Kopiervorgang — wandelt.
Sein Genom, das die Bauinformation der vi-
ralen Eiweifistoffe trigt, verindert sich stindig
durch Mutationen — vor allem durch Aus-
tausch einzelner Basen, quasi der Buchstaben
im genomischen Text. Damit dndern sich
auch oft Aufbau und Gestalt der von ihm ko-
dierten viralen Proteine, und plotzlich passt
der Wirkstoff nicht mehr auf das Zielprotein:
Das Virus ist resistent geworden.

Da dies sehr schnell geschieht, gibt man
am besten gleich mehrere Wirkstoffe, die sich
an verschiedene Proteine heften — in der Hoff-
nung, dass wenigstens eine der Zielstrukturen
sich nicht allzu rasch verindert und der da-
rauf zugeschnittene Arzneistoff eine Weile
wirksam bleibt. Darum sind heute Kombina-
tionen von drei bis sechs Wirkstoffen verbrei-
tet, die der Patient gleichzeitig erhilt.

Aber am Ende gewinnt das Virus immer.
Es werden so viele virale Varianten erzeugt,
dass iiber kurz oder lang, meistens im Verlauf
von einigen Monaten, eine neue Variante ent-
steht und dann dominiert, die gegen alle bis-
her verabreichten Mittel resistent ist. Damit
sind wir an dem Punkt, der uns Bioinforma-
tiker interessiert: Welche Wirkstoffkombina-
tion kann nun weiterhelfen?

Tabellen fiir die Therapie

Die Antwort hingt natiirlich von der im Kér-
per des Patienten herausgebildeten Virusvari-
ante ab — genauer: vom Aufbau der in ihrem
Genom vorprogrammierten Proteine. Darum
wird dem Patienten Blut entnommen, das Vi-
rusgenom daraus extrahiert und die genaue
Abfolge der genetischen Buchstaben be-
stimmt. Diese Sequenz — aus der sich wiede-
rum Art und Reihenfolge der Aminosiuren in
den entsprechenden Proteinen herauslesen
lasst — ist die Grundlage fiir die Auswahl einer
neuen Therapie.

Das in der klinischen Praxis erworbene
vielfiltige Wissen iiber die HIV-Resistenz hat
man bisher in so genannten Mutationstabellen
gesammelt; sie geben an, welche Mutationen
im Virusgenom nach klinischen Erfahrungen
von Experten mit Resistenzen gegen einzelne
Wirkstoffe einhergehen. Die gebriuchlichste
Tabelle wird von der International Aids Society
fortgeschrieben. Die herkommliche Therapie-
auswahl geschieht folgendermaflen. Das aus
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Eine einmal gewdhlte Kombination von
Wirkstoffen unterdriickt die individuelle
Erregervariante eines HIV-Infizierten immer
nur begrenzte Zeit. Wie lasst sich moglichst
rasch und treffsicher eine andere wirksame
Zusammenstellung ermitteln? Bei solchen
und dhnlichen Problemen kann die klinische
Bioinformatik Losungen bieten.

dem Patientenblut isolierte Virusgenom wird
auf Resistenzmutationen analysiert, die in der
Mutationstabelle vorkommen. Der behan-
delnde Arzt verordnet dann dem Patienten
eine Kombination solcher Wirkstoffe, gegen
die das Virus keine der gelisteten Mutationen
aufweist, wobei die genaue Zusammenstel-
lung viele weitere Einflussfaktoren und Ne-
benbedingungen beriicksichtigt.

Eine Auswahl auf dieser Basis hat jedoch
entscheidende Nachteile:

» Es gibt Hunderte von sinnvollen Wirkstoff-
kombinationen, und diese Zahl wichst sprung-
haft mit jedem Aidsmedikament, das neu auf
den Markt kommt. Dem Arzt fillt es schwer,
bei dieser Vielfalt die Ubersicht zu behalten.

» Das Resistenzverhalten des Virus lisst sich
im Allgemeinen nicht auf einzelne Mutatio-
nen zuriickfithren. Mutationen kénnen inter-
agieren, dabei eine Resistenz verstirken oder
umgekehrt abmildern oder gar autheben. Zu-
dem wird das Virus bei Verabreichung einer
neuen Therapie bildlich gesprochen einen
evolutioniren Fluchtweg in die Resistenz su-
chen — durch Anhiufung neuer Mutationen.
Dieser Weg ist ohne komplexe Analyse prak-
tisch nicht vorherzusagen.

Seit zehn Jahren werden im klinischen Feld
systematisch Daten tiber den Zusammenhang
zwischen Virusgenom und Resistenz gesam-
melt. Dabei geht es um zweierlei.

Zum einen werden in der klinischen Praxis
der entwickelten Linder nahezu flichen-
deckend so genannte genotypische Daten ka-
talogisiert. Sie umfassen wesentliche Sequenz-
abschnitte des Genoms der im Patientenblut
gefundenen HIV-Variante, erginzt um Kkli-
nische Parameter, etwa die Zahl der Viruspar-
tikel und der kritischen Immunzellen im Blut
des Patienten. Aus den Genabschnitten geht
zugleich der biochemische Aufbau der ent-
sprechenden Proteinabschnitte hervor.

SPEKTRUM DER WISSENSCHAFT - AUGUST 2009

Zum anderen sammeln spezielle For-
schungsprojekte in geringerem Umfang Da-
ten {iber die Resistenz des jeweiligen Virus ge-
gen individuelle Wirkstoffe, also iiber den so
genannten Resistenz-Phinotyp. Dabei testet
man im Prinzip die im Patientenblut gefun-
denen Erregervarianten in Zellkultur: Man
fiigt ihre medikamentenrelevante Genom-
region in eine standardisierte Variante von
HIV ein, setzt dann dieses Virus unterschied-
lichen Konzentrationen jedes einzelnen Aids-
medikaments aus und misst seine Vervielfilti-
gungsrate. Ein betrichdicher Aufwand.

Resistente Viren zeichnen sich im Test da-
durch aus, dass sich ihre Vermehrungsrate erst
bei hoherer Wirkstoffdosis als sonst reduziert.
Das Verhiltnis zwischen den Wirkstoffdosen,
welche die Rate der untersuchten HIV-Vari-
ante beziehungsweise diejenige eines nicht re-
sistenten Referenzstamms zu halbieren ver-
mogen, bildet ein quantitatives Mafd fiir die
Resistenz der HIV-Variante, den so genann-
ten Resistenzfaktor. Ist er hoch, so widersteht
das Virus, ist er niedrig, so wirkt das Medika-
ment — zumindest im Labor. Ein mittelhoher
Faktor bedeutet schwache Resistenz.

Das Ziel unserer Forschung ist nun, den in
der Mutationstabelle gesammelten Experten-
meinungen eine Resistenzbestimmung entge-
genzusetzen, die sich systematisch und direke
aus klinischen Daten ableitet. Wir tun dies
mit Computern. So hoffen wir, eine Systema-
tik und Objektivitit zu erzielen, die erlaubt,
komplexe Zusammenhiinge bei der Resistenz-
entwicklung zu beriicksichtigen.

Grundlage fiir unsere Analysen bilden die
oben beschriebenen genotypischen und phi-
notypischen Daten. Gesammelt wurden der-
artige Informationen fiir mittlerweile iiber
1000 HIV-Varianten in der deutschen Daten-
bank Arevir (fiir: Analyse von Resistenzmuta-
tionen bei Viren) — unter Mitarbeit des Nati-
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Im Allgemeinen gibt es nicht :
nur eine einzige Mutation, !
die ein Virus gegen ein :
bestimmtes Medikament I
resistent macht, sondern !
viele verschiedene, die sich :
zudem wechselseitig beein- |
flussen, verstdrken oder 1
auch abschwichen kénnen. !
Eine so genannte sekundére :
Resistenzmutation bei- 1
spielsweise kann den Ver- I
mehrungserfolg eines Virus :
steigern, aber nur im I
Zusammenhang mit einer !
bestehenden Resistenz. :
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Bislang konnten Arzte sich bei der Auswahl der Medikamente
gegen das jeweilige Patientenvirus nur von gewissen typischen
Mutationen und ihrer klinischen Erfahrung leiten lassen. Mittels
Datenbanken und bioinformatischer Methoden versuchen wir
schneller und genauer ein Ergebnis zu erreichen. Dazu wird eine

Abfragefolge an das virale Genom abgeleitet, an deren Ende sich
entscheiden ldsst, ob eine individuelle Erregervariante gegen ein
Medikament resistent ist oder nicht. Die resultierenden Entschei-
dungsbdume sind hierarchische Strukturen und erlauben es,
schwer verstandliche Datenbestdnde zu interpretieren.

@ )
@ o N i‘ @ g @ o
nicht resistente Virusvariante ———g@§ 3 @ ‘ ‘ ‘ ‘ klinische Datenbank (Virusgenome
resistente VlrusvarlanteH ‘ w @ e @ @ 3 . und Resistenz-Phénotypen)
e ﬂ_' e 3 @ @ i -
Virusvarianten . Aufteilen nach ) Virusvarianten
mit Mutation 1 . . | v Mutation 1 __“-. ®- g—‘ = @ ohne Mutation 1
@ @9 ' i ‘ B @ a9 @
' a ° " e i
AN el e e @ i
Virusvarianten Virusvarianten Virusvarianten Virusvarianten
mit Mutation1 Auftellen nach mit Mutationl ohne Mutation1 Auftellen nach ohne Mutation1
und 2 i Mutation 2 und ohne 2 und mit 3 f Mutation 3 i ﬂ und ohne 3
S eets . | 2 PR
a""“e e 9o 9 ) a“‘ii e e % e,
et A 2 L » _ S W - @ 00

Ableiten der Abfragefolge

Ausgangspunkt ist eine Datenbank vieler verschiedener Virusge-
nomvarianten, die auf Grund von Labortests als resistent (rot)
oder nicht resistent (griin) gegen ein Medikament klassifiziert
sind. Die Menge wird nun als Erstes so aufgespalten, dass der eine
Teil alle Virusvarianten mit einer bestimmten Mutation enthélt
(gleichgiiltig, welche Mutationen sie sonst noch tragen), der ande-
re die Varianten ohne diese. Als erste Mutation wahlt man eine,
welche die resistenten Varianten moglichst stark in einem der
beiden »Topfe« anreichert. Die Aufteilung wird auf der Basis wei-

terer Mutationen fortgesetzt - und zwar so, dass die Trennung von
resistenten und nicht resistenten Varianten am Ende moglichst
deutlich ausfallt. Im dargestellten, stark verkiirzten Schema hielRe
das: Alle Virusvarianten, welche die Kombination aus Mutation 1
wie auch 2 tragen, sind iiberwiegend resistent; Ahnliches gilt fiir
Varianten mit Mutation 3, ohne 1. Diese Abfragefolge, dann auf
eine neue Erregervariante eines Patientenvirus angewandt, er-
laubt dem Computer beispielsweise die Aussage: mit hoher Wahr-
scheinlichkeit resistent gegen Wirkstoff X (siehe rechte Halfte des
Kastens).

rTT T TS T T e " onalen Referenzzentrums fiir Retroviren an
MASCHINELLES der .Umvers.ltat Erlangen-Niirnberg ur}d ande-
LERNEN rer im Verein Genafor (Gesellschaft fiir nach-

haltige Forschung) organisierten Labors, Pra-
xen und Institute. Diesen Fundus, zusammen
mit der Sammlung klinischer Daten, haben
wir jlingst in Euresist, eine europiische Da-
tenbank mit weiteren 5400 Datensitzen, ein-
gebracht.

Mit Hilfe des Datenbankmaterials und mit
bioinformatischen Methoden aus dem Bereich
des so genannten maschinellen oder statis-
tischen Lernens (siche linke Randspalte) erstel-
len wir statistische Modelle, welche die er-
wihnte Mutationstabelle ersetzen sollen. Im
Gegensatz zu ihr sind unsere Modelle in der
Lage, Abhingigkeiten und Wechselwirkungen
zwischen verschiedenen Mutationen darzustel-
len. Ein bekanntes Prinzip zur Mustererken-
nung in schwer verstindlichen Datenbestin-

Mit diesem Begriff bezeich-
nen wir eine computer-
basierte Methode, die
statistische Verfahren auf
einen schwer interpretier-
baren Datenbestand anwen-
det — um darin manuell nur
schwer zu findende Muster
zu erkennen. Im hier ge-
schilderten Fall sind dies
die komplexen Zusammen-
hénge zwischen dem Aufbau
des jeweiligen Virus-
genoms und seinem im
Labor ermittelten so genann-
ten Resistenz-Phanotyp.

den ist der Entscheidungsbaum (siche Kasten
oben). Aus den phinotypischen Daten in Are-
vir entwickeln wir algorithmisch moglichst ge-
naue Entscheidungsbiume. Ein so genannter
Kreuzvalidierungstest zeigte, dass unsere Biu-
me in etwa 85 Prozent der Fille korrekte Aus-
sagen iiber die Resistenz eines Virus liefern —
allerdings tiber die in einer Zellkultur im La-
bor gemessene Resistenz.

Flucht in die Resistenz

Doch in der klinischen Praxis werden nicht
einzelne Medikamente verabreicht, sondern
Wirkstoffkombinationen. Auflerdem agiert
das Virus nicht in einer Zellkultur, sondern
im Korper des Patienten. Erst wenn die Resis-
tenzanalyse diese beiden Aspekte beriicksich-
tigt, kann sie als klinisch relevant gelten. Es
hief3 also, die Bioinformatik-Methoden in die-
ser Hinsicht weiterzuentwickeln.
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Resistent gegen Saquinavir?

Wie komplex das reale Zusammenspiel von Mutationen sein kann,
zeigt dieser Entscheidungsbaum, nach dem bestimmt wird, ob das
untersuchte Patientenvirus gegen den Proteasehemmer Saquina-
vir resistent ist. Die Zahlen entsprechen Positionen in der Amino-
sduresequenz des Zielproteins, hier der viralen Protease. Der
Name der »normalen« Aminosaure an der jeweiligen Stelle im Pro-
tein des Referenzvirus ist schwarz dargestellt, blau der einer durch
Mutation ausgetauschten Aminosaure. Die Farbkreise an den ein-
zelnen Enden der Entscheidungshierarchie reprdsentieren die end-
gliltige Entscheidung tiber die Resistenz einer Virusvariante.

Ist an Sequenzposition 90 der Protease statt des urspriing-
lichen Leucins die Aminosdure Valin zu finden, dann spricht das
Patientenvirus dennoch auf Saquinavir an. Steht aber dort durch
Mutation ein Phenylalanin oder Methionin, so ist es resistent.
Bleibt die Stelle genauso wie beim Referenzvirus, missen wir
weiter an Position 48 schauen und so fort.

Wie statistische Modelle die Abhéngigkeiten zwischen Muta-
tionen beriicksichtigen, zeigt sich beispielhaft bei den Entschei-
dungswegen, die tiber Position 54 und 72 fiihren. Steht an der 54
mutationsbedingt ein Valin, dann ist das Patientenvirus nur resis-
tent, wenn die Position 72 bei ihm die normale Aminosaure ent-
halt. Ist diese letzte Position beispielsweise ebenfalls zu Valin
mutiert, ist es dagegen empfindlich. Dieser Austausch bewirkt
also eine Resensitivierung: Das Medikament wird wieder wirk-
sam. Insgesamt konnen drei verschiedene Mutationen an Position
72 die Resistenz eines Virus aufheben, die sonst durch die Muta-
tion bei 48 hervorgerufen wiirde.

Neben ihrer klinischen Bedeutung fiir die Resistenzvorhersage
geben die Entscheidungsbdume den Forschern im Labor Hinweise
tiber mégliche Mechanismen der Resistenzbildung und kdnnen
somit Grundlage weiterer Experimente zur Aufklarung dieser Me-
chanismen darstellen.

Ist das Patientenvirus resistent gegen den
Proteasehemmer Saquinavir?

»reguldre«

Aminosdure Aminosdure Nr. 90 in der viralen Protease
ausgetauschte Val Leu Phe Met
Aminosdure

(Mutation)

nicht resistent
(empfindlich)

resistent
Aminosdure Nr. 48
Arg  Gly Vval

Aminosdure Nr. 54
Ile Vval Leu

Aminosédure Nr. 48 Aminosdure Nr. 72
Ile Vval Arg  Thr Vval Ile

resensitiviert

Met: Methionin
Phe: Phenylalanin

Ile: Isoleucin
Leu: Leucin

Arg: Arginin
Gly: Glycin

Thr: Threonin
Val: Valin

In Kombinationstherapien wirken Medika-
mente auf komplexe Weise zusammen. Um
das zu modellieren, benutzen wir wiederum
statistische Lernverfahren, die subtile nichtli-
neare Abhingigkeiten zwischen den verschie-
denen Wirkstoffen erkennen. Dabei betrach-
ten wir nicht nur die Resistenz des gegenwiir-
tig beobachteten Virusstamms, sondern wir
extrapolieren auch in die Zukunft. Denn fiir
den Erfolg einer Therapie ist nicht nur wich-
tig, wie resistent der gegenwirtige Stamm ge-
gen die verabreichten Mittel ist, sondern
auch, nach welcher Zeit ein kritisches Resis-
tenzniveau gegen eine neue Kombination er-
reicht sein diirfte.

Mit jeder neuen Therapie mutiert das Vi-
rus schliefflich zur Resistenz. Es tut dies aber
nicht beliebig, sondern folgt erfahrungsgemif
vorzugsweise so genannten Mutationspfaden.
Gibe unsere Datenbank Aufschluss iiber die
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langfristigen Verliufe vieler Patienten, so
kénnten wir die Flucht in die Resistenz am
einzelnen Patienten beobachten. Durch statis-
tische Mittelung wiren dann die am hiu-
figsten verfolgten Fluchtpfade zu ermitteln.
Leider besitzen wir solche Daten nicht in aus-
reichendem Maf3, sondern nur einzelne oder
wenige Messungen fiir jeden Patienten. Trotz-
dem konnen wir die Wegverliufe statistisch
ermitteln.

Ein Beispiel bietet sich im Zusammenhang
mit dem am lingsten verfiigbaren HIV-Medi-
kament Azidothymidin (AZT), das sich gegen
ein virales Enzym namens reverse Transkripta-
se richtet. Im Verlauf einer Therapie damit
kann das Virus in unterschiedlicher Weise Re-
sistenz dagegen ausbilden. Im Wesentlichen
beschreitet es zwei verschiedene Wege, die
zielgerichtet erscheinen, weil sich die dafiir
nétigen Mutationen gewdhnlich nicht in zu-
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erste Mutati

HIV nutzt bevorzugte »Flucht-
wege« in die Resistenz, bei
denen bestimmte Mutationen
aus ungekldrten Griinden fast
immer in bestimmter Reihenfol-
ge auftreten. Bei der Resistenz-
entwicklung gegen den Wirkstoff
Azidothymidin, der die reverse
Transkriptase des Virus hemmen
soll, sind das der so genannte
TAM-1- und der TAM-2-Pfad.
Pfade wie diese lassen sich mit
geeigneten statistischen Metho-
den aus der Datenbank extra-
hieren.
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falliger, sondern in fester Reihenfolge ansam-
meln (iiber die Ursache kann man bisher nur
spekulieren). Fachlich werden diese beiden
Wege als TAM-1- und TAM-2-Pfad bezeich-
net (das Kiirzel steht fiir Thymidinanalogmu-
tation). Der erste fiihrt {iber eine Mutation an
Position 215 der reversen Transkriptase zu ei-
ner Mutation an Position 41 (siche Grafik
oben). Dieser Pfad zeichnet sich nun folgen-
dermaflen in unserer Datenbank ab: Es kom-
men Viren ohne Mutationen vor, solche mit
Mutationen an Position 215 im Protein, aber
ohne den Austausch an Position 41, sowie sol-
che mit Mutationen an beiden Positionen.
Hingegen sehen wir keine oder wenige Viren
mit der Verdnderung an der Position 41 ohne
gleichzeitige Mutationen an der Position 215.

Gelungene Bewdhrungsprobe
Die Information iiber bevorzugte Fluchtpfade
ist in unserer Datenbank somit implizit vor-
handen, und mit entsprechenden statistischen
Methoden lassen sich die Wege extrahieren.
Damit haben wir ein statistisches Maf fiir die
so genannte genetische Barriere entwickelt —
das heif3t fiir die Wahrscheinlichkeit, dass das
Virus nach einer gewissen Zeit diese Hiirde
tiberspringen, also gegen das betrachtete Me-
dikament resistent wird. Hat die Erreger-
variante beispielsweise den ersten Schritt auf
einem erkannten Vorzugsweg gemacht, wird
das Mittel wahrscheinlich nur kurzfristig grei-
fen. Die durch unsere Modelle vorhergesagten
Resistenzen gehen in eine statistische Lern-
methode ein, die letztlich iiber die geschitzte
Effektivitit einer jeden méglichen Kombina-
tionstherapie Auskunft gibt. Das Berechnen
der Reihung dauert blof§ einige Sekunden.
Natiirlich kann die computergestiitzte
Analyse nur Vorschlige machen. Viele wich-

tige Elemente der HIV-Infektion bleiben un-
beriicksichtigt. Der wohl wichtigste Aspeke,
der dabei fehlt, ist das Genom des Patienten,
also die individuelle Variante der Wirtszelle.

Bei unvollstindigen Modellen, wie wir sie
hier vorlegen, ist die Uberprﬁfung ihrer Aus-
sagekraft, die so genannte Validierung, ein
wichtiger Teil der Forschung. Wir wenden da-
fiir eine Reihe von statistischen Tests an, die
nachweisen, dass unsere Aussagen statistisch
signifikant sind. So liegt etwa die Fehlerrate
bei der Bewertung des Erfolgs von Kombina-
tionstherapien bei 15 Prozent. Das ist immer-
hin wesentlich besser als die 25 Prozent, die
man in der klinischen Praxis sonst erzielt. Da-
mit hat unsere Methode ihre Relevanz un-
zweifelhaft unter Beweis gestellt.

Noch eindrucksvoller ist vielleicht folgende
Geschichte aus der Praxis: Einer der mit uns
zusammenarbeitenden Arzte hat seit 1987 ei-
nen Aidspatienten in Behandlung, nennen
wir ihn Georg. Aber es war keine Therapie zu
finden, die Georg wirklich half, das heif3t die
Virusvermehrung erfolgreich unterdriickte.
15 Jahre lang wurden bei allen verabreichten
Therapien hohe Zahlen von HI-Viren im Blut
gemessen. Dabei durchlief Georg mehrmals
den Zyklus von Resistenzentwicklung und
Therapiewechsel. Im Oktober 2003 boten die
Mutationstabellen schliellich keine Alterna-
tive mehr. Der im Blut von Georg isolierte
Virenstamm enthielt Resistenzmutationen ge-
gen alle Wirkstoffe.

Nach der klassischen Vorgehensweise war
Georg »austherapiert«. In dieser Situation wur-
de unser Server zu Rate gezogen. Der machte
einen Vorschlag, den der Arzt auf Grund sei-
ner medizinischen Expertise noch etwas mo-
difizierte. Seit diesem Therapiewechsel konnte
bei Georg zum ersten Mal in seiner Patienten-
laufbahn die Erregervermehrung so erfolg-
reich unterdriickt werden, dass im Blut keine
Viruspartikel (freies Virus) mehr nachzuwei-
sen waren. (HIV ldsst sich freilich nicht ganz
aus dem Korper entfernen, da es in seiner
DNA-Form im Erbgut befallener Zellen zu
ruhen und sich so in verschiedenen Organen
lingere Zeit zu verstecken vermag.) Dieser
Zustand hilt jetzt schon iiber finf Jahre an,
und Georg kann seinen Beruf ausiiben.

Aber auch bei bester Verabreichung von
Anschlusstherapien ist eine Anreicherung von
Viren mit vielfiltigen Resistenzmutationen
gegen die heute gingigen Medikamente zu er-
warten — sowohl im einzelnen Patienten als
auch langfristig in der Bevolkerung. Daher
miissen fortwihrend neue Medikamente ent-
wickelt werden, die den Lebenszyklus des
Virus an immer anderen Stellen unterbrechen.
Besonders interessant sind Wirkstoffe, die
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den Eintritt des Virus in die Wirtszelle blo-
ckieren. Er ist ein komplexer Vorgang, bei
dem virale Hiillproteine und Proteine an der
Oberfliche der Wirtszelle zusammenwirken.
Daher versucht man mit Wirkstoffen auf die-
se zelleigenen, also auf menschliche Proteine
zu zielen.

Zum Eintritt in die Wirtszelle benétigt
HIV das Zellprotein CD4 sowie einen wei-
teren zelluliren Rezeptor, der in diesem Zu-
sammenhang Korezeptor genannt wird. Je
nach Virusstamm, also genetisch vorgegeben,
nutzt HIV als Korezeptor entweder nur das
Protein CCR5 oder nur das Protein CXCRA4,
Dabei gibt es auch Virusvarianten, die jedes
der beiden Molekiile missbrauchen kénnen
(die beiden vermitteln der Zelle iiblicherweise
Signale von speziellen Botenstoffen, den Che-
mokinen).

Anwendung bei Krebs
Neuerdings sind Medikamente entwickelt
worden, die CCR5 blockieren. Einer dieser
so genannten Korezeptorblocker ist seit dem
Herbst 2007 auf dem Markt. Doch auch hier
steht dem Virus ein Weg in die Resistenz of-
fen: Sein Hiillprotein, das an CD4 und den
Korezeptor andockt, verindert sich in einer
Weise, dass es entweder sich in etwas anderer
Form an CCR5 heftet oder stattdessen
CXCR4 als Korezeptor vorzieht. Vor allem bei
fortgeschrittenem  Krankheitsverlauf treten
derartige X4-Viren im Patienten auf. In diesen
Fillen bliebe eine Therapie mit den CCR5-
Korezeptorblockern wirkungslos. Daher ist vor
ihrer geplanten Verabreichung ein Test auf X4-
Viren vorgeschrieben. Wir haben eine bio-
informatische Variante dieses Tests entwickelt,
die auf der Sequenz des Virusgenoms basiert
und inzwischen vielfach verwendet wird. All
unsere Verfahren sind im Internet unter www.
geno2pheno.de frei zuginglich und werden bei
der Krankenversorgung bereits genutzt.

Unsere statistischen Modelle beruhen aller-
dings auf einer wesentlichen Annahme, die
das Problem unzulissig vereinfacht. Wir sind
bisher davon ausgegangen, dass im Patienten
eine einzige virale Variante vorherrscht. Dem
ist aber nicht so. Im Patienten werden aufler-
ordentlich viele Viruspartikel gebildet und
wieder vernichtet. Zu Beginn der Infektion
sind es Millionen bis Milliarden tiglich — und
die sind wegen der hiufigen »Tippfehler«
beim Umkopieren des viralen RNA-Genoms
in DNA nicht alle gleich. Vielmehr bilden sie
eine heterogene Population, eine so genannte
Quasispezies.

Im Patienten verbirgt sich daher ein Ge-
misch aus nicht resistenten und resistenten Vi-

ren; manche benutzen CCR5, andere CXCRA4.
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Traditionelle Methoden erfassten immer nur
das Erbgut der dominierenden — hiufig vor-
kommenden — Varianten. Manchmal spielen
aber auch selten auftretende Formen eine Rol-
le. Falls diese Minorititen hoch resistent sind,
kénnen gerade sie sich mit der Zeit durchset-
zen und eine Therapie wirkungslos machen.

Seit kurzer Zeit gibt es neue Messmetho-
den, die praktisch die gesamte Quasispezies —
also alle im Patienten vorhandenen gene-
tischen Varianten — zu erfassen vermogen. So
haben wir in einer Untersuchung zum Ko-
rezeptorgebrauch bei einem Patienten den re-
levanten Genomabschnitt von iiber 12500
Viren erfasst und dabei {iber 1000 Varianten
vorgefunden. Wir entwickeln nun unsere sta-
tistischen Methoden so weiter, dass sie die
gesamte Quasispezies beriicksichtigen und
nicht nur den dominanten Virenstamm. Da-
von erwarten wir uns deutlich genauere Vor-
hersagen. Obwohl die Verfahren wichtige
Faktoren noch nicht beriicksichtigen — zum
Beispiel das Immunsystem des jeweiligen Pa-
tienten —, verbessern sie bereits jetzt die kli-
nische Versorgung der Betroffenen.

Die hier beschriebenen Methoden lassen
sich im Prinzip iiberall dort einsetzen, wo es
klinisch relevante evolutionire Prozesse gibt
sowie Daten dariiber, wie diese Prozesse ab-
laufen. Konkret mochten wir in den nichsten
Jahren unsere Methoden auf die Krankheiten
Hepatitis C und Hepatitis B anwenden. Aber
auch bei Krebs gibt es Einsatzmaoglichkeiten.

Der Verlauf von Krebs ist oftmals mit
einem fortschreitenden Zerfall des Genoms
der Tumorzelle verbunden: Teile von Chro-
mosomen gehen verloren oder werden verviel-
facht, ganze Chromosomen verschwinden
oder erscheinen in Uberzahl. Dadurch ver-
wandelt sich eine gesunde Zelle, die gemein-
sam mit anderen im jeweiligen Organ ihre
vielfiltigen Aufgaben erfiillt, in eine Krebszel-
le, die allein auf Vermehrung und Metastasie-
rung spezialisiert ist.

Diese Verinderung des Zellgenoms wih-
rend des Tumorwachstums entspricht im
Prinzip der Flucht des HI-Virus in die Resis-
tenz. Mit unseren Methoden kénnen wir an-
hand des vorliegenden degenerierten Zellge-
noms den Zustand des Tumors genauer erfas-
sen, als es bisher méglich war. Das bietet zwar
noch keinen Ansatz zu einer neuen Therapie,
aber der Arzt kann nun besser entscheiden, ob
aggressive Therapieansitze noch fruchten oder
ob man lieber palliativ — schmerzlindernd —
vorgehen sollte. Da Krebs vor allem in spi-
teren Stadien vielfach tibertherapiert wird, ist
dies ein niitzlicher Beitrag zum besseren Res-
sourceneinsatz und zum Schutz des Patienten
vor unndtigem Leiden. <]
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