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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Die derzeitigen Leitlinien zur antiretroviralen Therapie von HIV Patienten emp-
fehlen die Integrase-Inhibitoren als potente Kombinationspartner mit einer breiten
Wirksamkeit gegen multiresistente HIV-Stamme. Daher gewinnt die Analyse von
Resistenzen gegen Integrase-Inhibitoren an besonderer Bedeutung. Von grofdem
Interesse ist dabei auch die Anwendbarkeit von ultratiefen Sequenzierverfahren
wie dem Next-Generation Sequencing (NGS), zur Untersuchung von Resistenz-
profilen. Die gemeinsame Amplifikation von Protease und reverser Transkriptase
im pol-Gen ist derzeit etabliert, wohingegen die 3'-Integrase-Region separat se-
quenziert und analysiert wird. Das Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer
neuen und stabilen subtypunabhangigen All-in-one PCR der kompletten HIV-1
pol-Genregion, um eine Analyse der Koexistenz von Resistenzmutationen in den
verschiedenen Genregionen zu ermoglichen. Das weitere Ziel der Arbeit bestand
darin, den Vergleich von NGS und Klon-basierter Sequenzierung (CBS) zur Ana-
lyse der Heterogenitat der arzneimittelresistenten HIV-1 Quasispezies durchzu-
fuhren. Die All-in-one pol-PCR wurde unter Verwendung von Zellkulturiiberstan-
den und HIV-1-Plasmaproben aus der RESINA-Kohorte erstellt. Um das pol-Gen
subtypenunabhangig zu amplifizieren, wurde ein neues PCR-Protokoll etabliert,
welches aus einer einstufigen RT-PCR mit RNA-Prainkubation mit T4gp32 und
anschlieRender Nested-PCR besteht. Dieses ermoglichte sowohl die Amplifika-
tion des pol-Gens verschiedener HIV-1 Subtypen, als auch die Amplifikation bei
niedrigeren HIV Viruslasten. Der Vergleich von NGS und CBS wurde retrospektiv
mit pol-Fragmenten von zehn multiresistenten HIV-1 Subtyp B Stammen durch-
gefuhrt, die durch routinemaRige Resistenzdiagnostik im Rahmen der RESINA
Studie nachgewiesen wurden. Die Klonierung wurde durch isothermalen Zusam-
menbau nach Gibson mit anschlielRender klassischer Sanger Sequenzierung der
pol-Klone durchgefuhrt. NGS der pol-PCR-Produkte erfolgte mittels lllumina Mi-
Seg-Technologie. Die Resistenzprofile aller pol-Klone der zehn Patientenproben
zeigten eine signifikante Korrelation der detektierten Resistenzmutationen durch
CBS und NGS. Damit konnte gezeigt werden, dass NGS nicht nur eine hohe
Sensitivitat zum Nachweis von Resistenzen liefert, sondern auch die Heteroge-
nitat der HIV-1 pol-Quasispezies widerspiegelt. Das optimierte All-in-one pol
PCR-Protokoll stellt einen neu entwickelten HIV-1 Resistenztest dar, der es er-
maoglicht, in der klinischen Routine eine subtypenunabhangige Resistenzanalyse
aller klinisch relevanten viralen Enzyme durchzuflhren. Die zusatzliche Nutzung
von ultratiefen Sequenzierverfahren ermdglicht zudem den Nachweis von mino-
ren resistenten Varianten innerhalb der HIV-Quasispezies.
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ABSTRACT

The current guidelines for antiretroviral therapy of HIV patients recommend inte-
grase inhibitors as potent combination partners with broad efficacy against multi-
drug-resistant HIV strains. Therefore, the analysis of resistances against inte-
grase inhibitors gains special importance. The applicability of ultra-deep se-
quencing methods such as Next-Generation Sequencing (NGS) for the analysis
of resistance profiles is also of great interest. The joint amplification of protease
and reverse transcriptase in the pol gene is currently established, whereas the 3'
integrase region is sequenced and analysed separately. The aim of this work was
the development of a new and stable subtype-independent all-in-one PCR of the
complete HIV-1 pol gene region to enable the coanalysis of resistance mutations
in the different gene regions. The further aim of the work was to compare NGS
and clone-based sequencing (CBS) to analyse the heterogeneity of the drug-re-
sistant HIV-1 quasispecies. All-in-one pol PCR was performed using cell culture
supernatants and HIV-1 plasma samples from the RESINA cohort. To amplify the
pol gene subtype-independently, a new PCR protocol was established, consisting
of a one-step RT-PCR with RNA preincubation with T4gp32 and subsequent
nested PCR. This enabled the amplification of the pol gene of different HIV-1
subtypes as well as at lower HIV virus loads. The comparison of NGS and CBS
was performed retrospectively with pol fragments of ten multi-resistant HIV-1 sub-
type B strains detected by routine resistance diagnostics in the RESINA study.
Cloning was performed by Gibson assembly followed by classical Sanger se-
quencing of the pol clones. NGS of the pol PCR products was performed using
lllumina MiSeq technology. The resistance profiles of all pol clones of the ten
patient samples showed a significant correlation of detected resistance mutations
by CBS and NGS. Thus, it could be shown that NGS not only provides a high
sensitivity for the detection of resistance but also reflects the heterogeneity of the
HIV-1 pol quasispecies. The optimized all-in-one pol PCR protocol represents a
newly developed HIV-1 resistance test, which enables a subtype-independent
resistance analysis of all clinically relevant viral enzymes in clinical routine. The
additional use of ultra-deep sequencing techniques also allows the detection of
minor resistant variants within the HIV quasispecies.
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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Epidemiologie der HIV-Infektion

Die Infektion mit dem humanen Immundefizienz Virus Typ 1 und 2 (HIV-1 und
HIV-2) geht unbehandelt mit der Entwicklung von AIDS einher und gehdrt global
bis dato zu den groten medizinischen Herausforderungen der Neuzeit. Weltweit
sind Uber 37,9 Millionen Menschen mit HIV infiziert [1]. Allein in Deutschland wird
dabei nach der letzten Erhebung aus dem Jahr 2019 von 90 700 Menschen aus-
gegangen, die mit einer HIV Infektion leben. Die Neuinfektionsraten mit dem HI-
Virus zeigten hier zu Lande einen stetigen Anstieg mit einem darauffolgenden
Ruckgang (Abbildung 1) und pendelten sich auf ca. 2600 neuinfizierte Personen im

Jahr 2019 auf einem hohen Niveau ein [2].

Anzahl HIV-Neuinfektionen : - Punktschitzer 50% KI [ 95 % KI
6.0004

5.0004
4.000
3.000+
2.000+

1.000+

0 Jahr der Infektion
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Abbildung 1: Geschatzte Gesamtzahl der HIV-Neuinfektionen in Deutschland seit Beginn der
HIV-Epidemie 1975-2019 nach Infektionsjahr.
Quelle: [2]
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Die weltweite Anzahl an HIV-Neuinfektionen im Jahr 2018 lag bei 1,7 Millionen
[1]. Aktuell gehdren die Pravention durch Vorbeugung vor der Exposition (PrEP),
eine schnelle und engmaschige diagnostische Testung bei gefahrdeten Perso-
nen und die unmittelbare Einleitung einer antiretroviralen Therapie (ART) nach
einer bestatigten Infektion zu den wichtigsten Malinahmen, um die Anzahl der

HIV Infektionen in der westlichen Welt zu verringern [3].

1.2 HIV-1 Subtypen

HIV-1 wird phylogenetisch in die vier Gruppen M (main), O (outlier), N (new) und
P (non M, non O) unterteilt. Die Gruppe M umfasst 9 Subtypen (A, B, C, D, F, G,
H, J und K, sowie den neu identifizierten Subtyp L [4]) mit den Subsubtypen A1,
A2, F1 und F2, sowie mindestens 101 weitere rekombinante Formen (CRFs). Auf
die Gruppe M fallt der Grofteil der HIV-1 Infektionen weltweit, die Infektionen der
Gruppen O, N und P beschranken sich hauptsachlich auf den afrikanischen Kon-
tinent [5]. Die Subtypen der Gruppe M treten weltweit in einer unterschiedlichen
Haufigkeit auf. So sind die meisten Infektionen in Europa vom Subtyp B mit
> 66 %, wahrend Non-B-Subtypen nur einen geringen Anteil der Infektionen be-
dingen [6]. In Deutschland tUberwiegt mit 68,8 % ebenfalls der Subtyp B bei den
HIV Infektionen im Jahr 2018 (Abbildung 2). Allerdings lasst sich ein signifikanter
Trend zu haufigeren Infektionen mit Non-B-Subtypen feststellen [7]. Dabei Uber-
wiegt der bisher in Osteuropa verbreitete Subtyp A, sowie der in Afrika verbreitete

Subtyp C und die weiteren rekombinanten Formen [8].
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Abbildung 2: Anteil einzelner HIV-1 Subtypen unter den analysierten HIV-Neudiagnosen in
Deutschland der Jahre 2013-2016
Quelle: [9]

1.3 Das Humane Immundefizienz Virus (HIV)

Die alteste, nachweislich bekannte HIV Infektion stammt aus dem Jahre 1959,
sie wurde retrospektiv in einer Blutprobe eines Patienten aus Kinshasa (Demo-
kratischen Republik Kongo) identifiziert [10]. Erst im Jahre 1983 konnte das zur
Familie der Retroviren gehdrende HI-Virus bei AIDS-Patienten isoliert werden
[11]. Das HI-Virus gehort zur Gruppe der Lentiviren, welche eine Untergruppe der
Retroviren bilden. Reife Virionen haben einen Durchmesser von 100-120 nm und
eine charakteristische spharische Morphologie (Abbildung 3) [12]. Der dicht ge-
fullte Kern ist umgeben von einer zweischichtigen Phospholipid-Doppelmembran.
In diese sind etwa 10 nm grof3e env-Glykoproteinkomplexe eingebettet, welche
aus einem externen gp120 und einem internen gp41 Anteil bestehen. Der gp120
Anteil hat mit dem gp41 Anteil eine lose Verbindung, sodass eine spontane Ab-
l6sung moglich ist. Die Virushulle enthalt dariber hinaus noch weitere Proteine
der Wirtszelle, z.B. Adhasionsproteine ICAM-1, HLA-1, HLA-2 usw. Das konische
Nukleokapsid enthalt die genomische RNA in Form von zwei identischen Einzel-

strangen in Plusstrang-Orientierung, sowie virusspezifische Enzyme. Die
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HIV-RNA hat 9 ORFs die fur die viralen Gene gag, pol und env, sowie fur die

Gene der akzessorischen Proteine tat, rev, nef, vif, vpr und vpu kodieren [13].

Envelope:
SU, gp120
TM, gp41

‘ Integrase-IN, p31

Reverse '_)
transcriptase-RT, p66

Protease-PR,
p15 @

Viral RNA
Lipid bilayer

Nucleocapsid-NC, p7

Matrix-MA, p1 Capsid—CA,

p24

Abbildung 3: Aufbau und Struktur von HIV mit Lokalisierung der Proteine
Quelle: [14].

1.4 Replikationszyklus des HI-Virus

HIV infiziert primar CD4+ Zellen des Immunsystems, darunter befinden sich
T-Lymphozyten, Makrophagen und Monozyten. Der Viruseintritt in diese Zellen
beginnt mit der Anlagerung des Virions an die Zelloberflache (Abbildung 4). Mit-
tels Env-Glykoprotein gp120 auf der Zellmembran des Virions wird eine Bindung
an den CD4-Rezeptor der Wirtszellen vermittelt. Durch diese Anlagerung erfolgt
eine Konformationsanderung, durch die gp120 an einem Co-Rezeptor binden
kann. Bei diesem Co-Rezeptor handelt es sich i.d.R. um den Chemokinrezeptor
CCR5 oder CXCRA4. Die Co-Rezeptorbindung erleichtert die Fusion des Virus mit
der Zellmembran. Des Weiteren tritt durch die Bindung eine Konformationsande-
rung des gp41 Proteins ein, welches nun nicht mehr von gp120 verdeckt wird.
Dadurch kann die Fusionsdoméane von gp41 mit der Zellmembran in Kontakt tre-
ten und die Fusion der Membranen einleiten, die zur Einschleusung des Nukleo-
kapsids ins Zytoplasma der Zelle fuhrt. Dort I6st sich das Nukleokapsid teilweise
auf und es erfolgt die reverse Transkription der einzelstrangigen, viralen RNA in
doppelstrangige DNA unter Bildung des reversen Transkriptionskomplexes. Der
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reverse Transkriptionskomplex besteht unter anderem aus den viralen Kompo-
nenten der reversen Transkriptase (RT), Protease (PR) und Integrase (IN). Die
DNA-Doppelstrange werden anschlief3end in den Nukleus transportiert, in dem
mittels der viralen Integrase die Integration ins Wirtsgenom erfolgt. Bei der fol-
genden Transkription entsteht die virale pra-mRNA, die gespleil3t und spater
auch teilweise ungespleifdt in das Zytoplasma transportiert wird. Im Zytoplasma
erfolgt die Translation der viralen mRNA, wodurch alle fur die Bildung neuer Vi-
ruspartikel benotigten Proteine synthetisiert werden. Die Viren gelangen durch
Knospung aus der Wirtszelle und reifen durch die Protease zu infektiosen Parti-
keln heran [11, 13, 15, 16].

@
Attachment

[Protease
inhibvitars

‘(,-.T'ether'i'ﬁ'
Releass

Accessory viral \IQB_%
i Vif
proteins Vpuo I m‘l}

]

Revg © —_——

-rat? ‘,r 'Jﬁ"n Assembly
5'." wmﬁah 1o \

i
Budding
ALIX,

ESCRT-I,
ESCRT-

PIC @
+ - ' Bt

APOBEC3G E Nuclear
SAMHD1

TRIMS TNRTSs, |
MMRTIs
04 L
“1[\ Patds
qating o

1%? - &) "
= .6
mv o 4) Integration

s Reverse
o transcription LEDGF AV AVA VAV SN ||
(7) Transeription |
.
RMA Polll
SRR P-TEFb
5'LTR 3 LTR |

Nucleus |

Abbildung 4: Replikationszyklus von HIV und Angriffspunkte antiretroviraler Medika-
mente

Bindung an den CD4-Rezeptor und den Co-Rezeptor (1), Fusion des Virus mit der Zellmembran
(2), Freisetzung des Virus-Kapsids ins Zytoplasma (3), Reverse Transkription der einzelstrangi-
gen RNA in doppelstrangige DNA (4), Prozessierung des Provirus im Praintegrationskomplex
(PIC) durch die Integrase und Transport in den Zellkern (5), Integration ins Wirts-Genom (6),
Transkription des Provirus (7), Export ins Zytoplasma (8), Translation (9): mRNA entweder als
Matrize fur die Translation oder als RNA-Virus-Genom fir neue Virus-Partikel, Assemblierung
von viralen und zellularen Proteinen (10), Freisetzung der Viruspartikel durch Knospung (11,12),
Reifung der Virus-Partikel durch Spaltung der Vorlaufer-Polypeptide durch die virale Protease
(13). Quelle: [17]
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1.5 pol-Genregion

Wie jedes Retrovirus kodiert die HIV RNA fur die Genprodukte von gag, pol/ und

env, sowie fur weitere akzessorische und regulatorische Proteine (Abbildung 5).

HIV-1 Genome (9.7 kb)

[5-LTR ] 3-LTR

gag l vif i R E e
l pol | [ ver e | it

A CA NC TF su TM
(PI7)| | (P2d)| | (PT) | | (PE) (gp120) |(gp41)

FR RT IN
(P11} |[(FESIPS1)] |(P32)

Abbildung 5: HIV-1 Genom

Abgebildet ist die schematische Darstellung des HIV-1-Genoms. Die Untereinheiten der Proteine
werden mit dargestellt. Das Molekulargewicht der einzelnen Proteine wird in Klammern angege-
ben. LTR (Long terminal repeat), Gag (gruppenspezifisches Antigen), MA (Matrixprotein), CA
(Kapsiddomane), NC (Nukleokapsid), TF (transframe Protein), Pol (Polymerase), PR (Protease),
RT (reverse Transkriptase), IN (Integrase), Env (Hullprotein), SU (Oberflachenmembranprotein),
TM (Transmembranprotein), Vif (viraler Infektionsfaktor), Vpr (virales Protein R), Vpu (virales Pro-
tein U), Nef (negativer Regulationsfaktor), Rev (Regulator der Expression viraler Proteine), Tat
(Transaktivator der Transkription). Quelle: [18]

Im Bereich des pol-Gens liegt die Information flr die Enzyme Protease (PR), re-

verse Transkriptase (RT) und Integrase (IN) (Abbildung 6).
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POL

PR RT IN

1,5 kb 0,9 kb
3 kb PCR Produkt

Abbildung 6: Schematische Darstellung der pol-Region des HIV Genoms

Die kodierende Sequenz fir Protease und Reverse Transkriptase (PRRT) hat eine Lange von
ca. 1500 Basenpaaren (bp) und die Integrase von ca. 900 bp. Das gesamte pol-Genfragment
hat somit eine Lange von ca. 3 kb. Die Pfeile zeigen die Schnittstellen der Protease.

1.5.1 Protease

Die HIV Protease wird am 5-Ende des pol-Gens kodiert. Die aktivierte Protease
leitet die hydrolytische Spaltung der Gag- und Gag-Pol-Vorlauferproteine in die
einzelnen Enzyme und Strukturproteine ein. Die Protease tragt durch die Spal-
tungsprozesse primar zum Reifungsprozess des Virions und damit zur Entste-
hung der Infektidsitat bei [19, 20].

1.5.2 Reverse Transkriptase

Bevor das virale Genom in das Wirtsgenom integriert werden kann, muss die
einzelstrangige RNA in eine doppelstrangige DNA transkribiert werden. Die Tran-
skription erfolgt durch die reverse Transkriptase, welche eine RNA-abhangige
DNA-Polymerase darstellt. Die RT ist ein Heterodimer mit einer katalytischen
560-Reste-Untereinheit (p66) und einer regulatorischen 440-Reste-Untereinheit
(p51) [11, 19, 21-24].

1.5.3 Integrase

Die Integrase (IN) ist ein Schliisselenzym in der Replikation der HI-Viren und wird
ausgehend vom 3'Ende der pol-Region kodiert. Aufgrund ihrer Endonukleaseak-

tivitat kann die Integrase wahrend des Integrationprozesses die provirale DNA
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durch Spaltung des DNA-Strangs der Wirtszelle ins Wirtsgenom einbauen. Die
Integrase vermittelte Integration der proviralen DNA in das Wirtsgenom lasst sich
in vier Stufen einteilen: Bindung, 3 Prozessierung, Strangtransfer und Liga-

tion/LUckenreparatur [25-33].
1.6 Antiretrovirale Therapie

Das Ziel der ART besteht darin, die Viruslast im Patienten unter die Nachweis-
grenze zu bringen und gleichzeitig einen Anstieg der CD4 positiven T-Lympho-
zyten zu bewirken. Die Kombinationstherapie ermoglicht eine dauerhafte Supp-
ression der Virusvermehrung, da essentielle Schritte im Replikationszyklus des
Virus durch die Medikamente angegriffen werden. Zentrale Angriffsstellen sind
hierbei die viralen Enzyme PR, RT und IN. Dabei stehen unterschiedliche anti-
retrovirale Substanzklassen zur Verfugung, die in einer Therapie kombiniert ein-
gesetzt werden (Abbildung 7). Die Uuber 20 Medikamente mit einer Wirksamkeit

gegen HIV lassen sich in 6 Substanzklassen einteilen:

. Nukleosidartige Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs)

. Nukleotidanaloge Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NtRTIs)

. Nicht Nukleosidartige Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs)
. Protease Inhibitoren (Pls)

. Integrase-Stranginhibitoren (INIs)

. Entry Inhibitoren (Eis)

o a A~ WO N -

Die ART kombiniert zu Beginn einer HIV-Therapie nach aktuellen Empfehlungen
der Deutsch-Osterreichischen Leitlinien zur antiretroviralen Therapie einer HIV
Infektion, sowie der EACS (European AIDS Clinical Society), zwei Substanzen
aus der Klasse der NRTIs mit einem INI [34, 35]. Alternative Kombinationen be-
stehen aus NRTIs mit NNRTIs oder geboosterten Pls (Abbildung 7). Die Booste-
rung erfolgt durch gleichzeitige Gabe von Ritonavir oder Cobicistat in niedriger
Dosis, welche den Abbau des Pls durch Inhibierung des Cy-
tochrom P450 Isoenzyms 3A4 verlangsamen und dadurch den freien Plasma-
spiegel der Pls erhohen. Da das Virus durch schnelles Mutieren resistente Virus-

varianten gegenuber diesen Medikamenten selektieren kann, besteht das Risiko
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des Therapieversagens [11, 36-40]. Die kontinuierliche Untersuchung der gene-
tischen Vielfalt von HIV-1 ist von grundlegender Bedeutung bezogen auf die kli-
nische Behandlung von Patienten, um die maximale Effizienz der ART zu ge-
wabhrleisten [41].

Die INIs sind wesentlicher Bestandteil der ART Kombinationsschemata und ha-
ben in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. Um das Risiko eines Thera-
pieversagens zu minimieren ist die Auswahl der richtigen Kombination aus den
verschiedenen Medikamenten einer ART von wesentlichem klinischen Interesse.
Um die Resistenzanalyse der aktuellen, empfohlenen ART anzupassen, ist es

besonders sinnvoll die PRRT und IN Region zusammen zu analysieren.

Kombinationspartner 1 Kombinationspartner 2
Nukleosid- INI empfohlen
/Nukleotidkombinationen Dolutegravir
empfohlen Raltegravir
TAF/FTC Bictegravir (+TAF/FTC)
TDE/FTC
ABC/3TC NNRTI
TDF/3TC (+Doravirin) Empfohlen
Doravirin
Alternative Rilpivirin (+TAF/FTC)

TDF+3TC * Pl empfohlen

Darunavir/r oder Darunavir/c
(+TAF/FTC oder ABC/3TC)

Alternative
Dolutegravir/3TC bzw. Dolutegravir+3TC
Elvitegravir/c (+TAF/FTC)
Atazanavir/r or Atazanvir/c
Darunavir/r oder Darunavir/c + TDF/FTC

Abbildung 7: Deutsch-Osterreichische Leitlinien zur ART der HIV Infektion Stand 04/2019
Die Leitlinien zur antiretroviralen Therapie der HIV-Infektion beinhalten priméar die Kombination
von Substanzen aus der Klasse der NNRTIs mit Substanzen der INIs. /c: Cobicistat, /r: Ritonavir;
TAF = Tenofovir-Alafenamid, FTC = Emtricitabin, ABC = Abacavir, 3TC = Lamivudin
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1.7 Resistenz-assoziierte Mutationen (DRMs)

HIV ist ein RNA-Virus, hier liegt auch die Ursache flr das schnelle Mutieren be-
grundet. Der Replikationszyklus von HIV ist abhangig von der Transkription der
viralen RNA in provirale DNA. Die RT besitzt keinen Korrekturlesemechanismus,
somit werden wahrend der reversen Transkription falschlich eingebaute Nukleo-
tide nicht entfernt. Dadurch entsteht pro Replikationszyklus ungefahr eine Nukle-
otidmutation [42, 43]. Bedingt durch die hohe virale Replikationsrate summieren
sich die Mutationen schnell, die zum einen zu replikationsunfahigen Mutanten,
zum anderen aber auch zu Mutanten mit einer verminderten Empfindlichkeit ge-
gen bestimmte antiretrovirale Substanzen fuhren. Fur diese Viren ergibt sich ein
Selektionsvorteil gegeniber dem Wildtyp. In der Regel sind die HIV-Infizierten
mit einem einzigen oder wenigen Klonen infiziert. Es entstehen bei unbehandel-
ten Patienten taglich schatzungsweise 10" Virionen. Diese fiihren zu unzahligen
Virusvarianten in vitro, diese Virusvarianten werden als Quasispezies bezeichnet
[44-46]. Die HIV-1-Quasispezies besitzt eine hohe Rekombinationsrate, die da-
rauf zurtckzufihren ist, dass mehrere Virusvarianten dieselbe Zelle infizieren
[47, 48].

Man spricht generell von einer Resistenz gegen antiretrovirale Substanzen, wenn
die Replikation von HIV in Anwesenheit von Medikamentenspiegeln stattfindet,
welche die Replikation eines Referenzstammes (Wildtypvirus) normalerweise
hemmen [49]. Bevor es jedoch zu einer umfassenden Resistenz gegen ein oder
mehrere Medikamente kommt, bedarf es in den meisten Fallen mehrerer Mutati-
onen. Die Fortsetzung der Therapie, ungeachtet der Resistenzlage, fuhrt schnell
zur Selektion resistenter Viruspopulationen [49, 50]. Infizierende Viren kdnnen
bereits eine oder mehrere Resistenz-assoziierte Mutationen aufweisen, das be-
deutet, dass Mutationen die den Resistenzen zugrunde liegen bereits in der vo-
rangegangenen Infektionskette erworben wurden [7]. So kann auch begrindet
werden, dass klinisch oftmals schon zu Beginn einer Therapie einzelne Substan-
zen oder ganze Medikamentenklassen eine eingeschrankte oder keine antivirale
Wirkung aufweisen [8]. Die Resistenzlage hat unmittelbaren Einfluss auf die kli-
nische Behandlung, so kénnen DRMs (drug resistance mutations) zum einen
auch Substanzen der PrEP oder PEP betreffen, als auch eine Anderung der Sub-

stanzkombination der ART notwendig werden lassen.
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1.8 Resistenztestung

Bedingt durch den weltweiten Zugang von HIV Patienten zu antiretroviralen Me-
dikamenten hat sich die Prognose der Erkrankung, hinsichtlich Morbiditat und
Mortalitat, deutlich gebessert. Das Auftreten von Resistenzen stellt dabei jedoch
ein ernsthaftes Problem flr den Erfolg der antiretroviralen Therapie dar, da dies
haufig zu Therapieversagen mit einem Wiederanstieg der Viruslast fihrt. Daher
wird die Bestimmung der Resistenzsituation bei primarer Infektion, bei chroni-
scher Infektion vor ART-Beginn, bei Therapieversagen und vor ART-Wechsel
empfohlen [34]. Die genotypische und phanotypische Resistenztestung ist ein
grundlegendes Instrument zur Detektion und Quantifizierung von HIV-1 Resis-

tenzen [51].

1.8.1 Genotypische Resistenztestung

Die genotypische Resistenztestung ist aktuell der Standard zur Beurteilung von
bekannten Resistenzmutationen bei HIV infizierten Patienten [52]. Dazu wird die
Nukleotidsequenz der pol-Genregion von HIV mittels molekularbiologischer Un-
tersuchungsmethoden bestimmt. Der Standardansatz flr genotypische Resis-
tenztests ist die direkte Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und die anschliefende
Sequenzierung von Dideoxynukleotiden nach Sanger [53]. Die Sequenzierung
kann mittlerweile auch durch neue Verfahren in Form von Next-Generation Se-
quencing (NGS) erfolgen. Im Anschluss werden die Nukleotidsequenzen der
ART relevanten Genregionen in Aminosauresequenzen ubersetzt und mit einer
entsprechenden Konsensus-Aminosauresequenz verglichen. Die ermittelten Mu-
tationen werden mit einem festgelegten ,Ein-Buchstaben-Code® angegeben, da-
bei steht an erster Stelle die Wildtyp-Referenzaminosaure, danach wird die Ami-
nosaureposition angegeben, gefolgt von der in der Sequenz gefundenen Amino-
sauremutation [53]. Die Interpretation der ermittelten Mutationen erfolgt tber in-
ternationale Datenbanken (z.B. geno2pheno, hiv-grade, Stanford), so wird eine
Vorhersage der Resistenzeigenschaften der untersuchten Viren ermoglicht.

Genotypische Resistenztests besitzen eine Sensitivitat, die je nach verwendetem
Test von 100 bis 1000 Plasma-HIV-1-RNA-Kopien pro ml reicht [54]. Eine Ein-

schrankung besteht in zu niedrigen HIV-1-RNA-Konzentrationen im Plasma, da
11
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genotypische Resistenztests hier nur eine geringe Anzahl zirkulierender Virusva-

rianten sequenzieren [53].
1.8.2 Phanotypische Resistenztestung

Die phanotypische Resistenztestung basiert auf der Messung der viralen Repli-
kation in Zellkultur. Dabei werden die Viren aus Patientenplasma auf Leukozyten
angezuchtet, zusatzlich kdnnen diese auch Uber rekombinante Plasmide mit der
zu untersuchenden HIV-1 pol-Genregion modifiziert sein. Die Zellkulturen werden
einer steigenden Konzentration an antiretroviralen Medikamenten ausgesetzt,
dadurch wird die Resistenz der Viren bestimmt. Fur die Durchfihrung einer pha-
notypischen Resistenztestung wird in der Regel eine HIV-1-RNA-Plasmakon-
zentration 21000 Kopien pro ml bendtigt. Phanotypische Tests sind besonders
geeignet, um die Sensitivitat kurzlich zugelassener antiretroviraler Medikamente
zu bestimmen, insbesondere wenn die Resistenzen genotypisch noch nicht aus-
reichend beschrieben sind. Daruber hinaus besteht die klinische Relevanz darin,
die Sensibilitat von Viren mit komplexen Mutationsmustern zu bestimmen und

eine vorliegende Resistenz direkt in vitro zu erfassen [53, 55].

1.9 Ziel der Arbeit

HIV ist bis heute eine ernst zu nehmende Bedrohung der Gesundheit. Insbeson-
dere die Eindammung der Krankheit ist global und interindividuell eines der wich-
tigsten Themen. Um Fortschritte im Zusammenhang mit der Eindammung der
Krankheit zu erreichen, ist die Bereitstellung von adaquaten Therapien von zent-
raler Bedeutung. Die dadurch erzielte Virussuppression flhrt zu einem geringe-
ren Infektionsrisiko. Es ist von besonderer Bedeutung, die Resistenzmutationen
sofort und prazise identifizieren zu kébnnen, um ein Therapieversagen zu verhin-
dern. In diesem Zusammenhang werden genotypische Resistenztests vor Beginn
einer Behandlung empfohlen, um klinische Resistenzen vorherzusagen und die

Wahl der einzelnen Medikamente zu steuern [35].
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In der Routinediagnostik werden die nebeneinander liegenden Gene der Pro-
tease und der Reversen Transkriptase gemeinsam amplifiziert und anschliel3end
sequenziert, wahrend die 3’ Integrase Region separat analysiert wird.

Das Ziel dieser Arbeit liegt in der Optimierung der Amplifikationsmethode des
kompletten HIV-1 pol-Gens, um die PRRT und die IN Regionen zusammen ana-
lysieren zu konnen. Erste Untersuchungen von Ebner et. al. am Institut fur Viro-
logie in Dusseldorf konnten eine Amplifikation des kompletten pol-Gens fur HIV-1
Zellkulturuberstande etablieren. Bei diesen Versuchen wurde das pol-Fragment
des HIV-1 als Ganzes amplifiziert, statt wie bisher in zwei getrennten Reaktions-
ansatzen.

In dieser Arbeit soll durch die Optimierung des Amplifikationsverfahrens die
pol-PCR ausreichend stabilisiert werden, um die Amplifikation des gesamten
HIV-1 pol-Fragments subtypunabhangig bei Patienten zu ermdglichen. Dadurch
soll eine Etablierung des Verfahrens in der Routinediagnostik ermdglicht werden.
Im weiteren Teil der Arbeit wird Gberprift, ob das Next-Generation Sequencing
Verfahren geeignet ist, um die tatsachliche Zusammensetzung der jeweiligen
HIV-1 Quasispezies zu analysieren. Dabei stellt sich die Frage, ob die durch NGS
ermittelten prozentualen Haufigkeiten von DRMs auch die prozentuale Verteilung
innerhalb der Quasispezies widerspiegeln.

Dazu werden die Ergebnisse des Next-Generation Sequencing der pol-PCR-Pro-
dukte mittels der in der Routinediagnostik genutzten Illumina MySeq Technologie
mit den Ergebnissen einer klonalen Resistenzanalyse verglichen. Dafur werden
pol Fragmente von zehn multiresistenten HIV Subtyp B Virusstammen mittels
,Gibson Assembly” in einem Klonierungsvektor kloniert und anschlielRend se-
quenziert. Im Anschluss wird die Korrelation des Clone-Based Sequencing (CBS)
mit den NGS Daten analysiert. Diese Korrelationsanalysen sollen nicht nur zei-
gen, ob das NGS Verfahren genutzt werden kann, um die HIV Quasispezies wi-
derzuspiegeln, sondern zusatzlich die Untersuchung der Koevolution von Resis-
tenzmutationen in verschiedenen Genregionen ermdglichen. Die Information wel-
che Resistenzmutationen auf gleichen Virusstammen selektiert werden hilft die
tatsachliche Resistenzsituation besser beurteilen zu kbnnen und so ggf. eine in-

dividualisierte Therapieoptimierung zu ermaoglichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Geratebezeichnung Bezugsquelle
Accu Block™ Digital Dry Bath Labnet International
Fluoreszenz-Dokumentationssystem Intas

ChemoCam Imager

Geldokumentation Gel iX20 Imager Intas

Heizblock Thermomixer Comfort Eppendorf

Mikrowelle Microspeed KlUppersbusch
Netzgerat PowerPac Universal BioRad

Professional TRIO Thermocycler Biometra

QlAxcel® Advanced System Qiagen
Spektralphotometer NanoDrop™ 2000 Thermo Fisher Scientific
Sprout® Mini Centrifuge Heathrow Scientific
Thermalcycler Mastercycler nexus Eppendorf
Tischzentrifuge 5415D Eppendorf
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Tischzentrifuge 5417R

Vortex Mixer L46

Waage JL602G

Zentrifuge 3K30

Zentrifuge 5810R

2.1.2 Verbrauchsmaterialen

Bezeichnung

Eppendorf Safe-Lock Tubes 1,5 ml

Eppendorf Safe-Lock Tubes 2,0 ml

Impfnadel, 200 mm, steril

PCR Tube Strips 0,2 ml

Reagiergefald 1,5 ml SafeSeal

TipOne® Filter Tips 10/20 pl

TipOne® Filter Tips 20 ul

TipOne® Filter Tips 200 pl

TipOne® Filter Tips 1000 pl

Eppendorf

Labinco

Mettler Toledo

Eppendorf

Eppendorf

Bezugsquelle

Eppendorf

Eppendorf

Greiner Bio-One

Eppendorf

Sarstedt

Starlap

Starlap

Starlap

Starlap
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Tube 13 ml, 100 x 16mm

QX 0,2ml 12-Tube-Strips

2.1.3 Chemikalien

Bezeichnung

Agarose

Ampicillin (100mg/ml)

Ethanol

Ethidiumbromidlésung 0,025 %

MgCl2

2.1.4 Puffer und Losungen

Bezeichnung

dNTP Mix (10 mM)

Gibson Assembly™ Mastermix

10 x Puffer

Nuclease Free Water

Sarstedt

Qiagen

Bezugsquelle

Biozym

Roche

Merck

Roth

Thermo Fisher Scientific

Bezugsquelle

Thermo Fisher Scientific

New England Biolabs

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
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2x Reaction Mix (0,4 mM dNTP, 3,2 mM MgSO4)

TBE Puffer (10x)

Wasser — Elix H20 Aufbereitungssystem

6 x Ladungspuffer
(0,25 % Bromphenolblau, 30 % Glycerin)

2.1.5 Zellkulturmedien

Bezeichnung

LB-Agarplatte mit Ampicillin (100 pg/ml)

LB-Medium

2.1.6 GroRenstandard

Bezeichnung

GeneRuler™ DNA Ladder Mix

2.1.7 HIV-1 Proben

Thermo Fisher Scientific

Sigma (Aldrich)

Merck Millipore

Roth

Bezugsquelle

Virologie Dusseldorf

Roth

Bezugsquelle

Thermo Fisher Scientific

Die HIV-1 Plasma Proben zur Gewinnung der pol-Produkte entstammen der
RESINA-Studie (Referenznummer: 2014042307, Ethikvotum 01.12.2014).
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2.1.8 Primer

Samtliche Primer wurden von den Firmen Metabion, Steinkirchen oder Eurofins
Genomics, Ebersberg bezogen. Sofern nicht anders erlautert, wurden die Primer
in dieser Arbeit in einer Konzentration von 10 yM verwendet.
Primer-Bezeichnung Sequenz (5‘>3°)

5220as (rev Primer) CCCTAGTGGGATGTGTACTTCTGA

PRRT-nonB-F (fw Primer) GCTACACTAGAAGAAATGATGACAGCATG

2001s (fw Primer) TGCAGGGCCCCTAGGAAAAAGGGCTGTT

3p31 (rev Primer) ATCCTGTCTACYTGCCACACAA

5°INT (fw Primer) ATTGGAGGAAATGAACAAGT

pUC18-HIV-Pol-F TTGTGTGGCARGTAGACAGGATGGATC
CCCGGGTACCGAGCT

pUC18-HIV-Pol-R AACAGCCCTTTTTCCTAGGGGCCCTGCA

TCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGC

Seq A GAGCCAACAGCCCCACC
Seq B CAATGGCCATTGACAGAAG
Seq E GGCTGTTGGAAATGTGGAAAGGA
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2.1.9 pUC18 Plasmid

Fir die Klonierung wurde das Plasmid pUC18, aus dem Gibson Assembly™ Clo-

ning Kit, in einer Konzentration von 25 ng verwendet.

Abbildung 8: pUC18 Vektorkarte

Der verwendete pUC18 Vektor ist ein E. coli Plasmid mit einer Lange von 2686 bp. Er enthalt
identische multiple Klonierungsstellen, sowie ein Ampicillinresistenzgen zur positiv Selektion
transformierter Bakterien. Die Abbildung wurde mit Hilfe der Software Geneious erstellt.

2.1.10 Zellen

NEB-5-aplpha: Chemisch kompetenter E.coli Stamm, Genotyp: fhuA2 A(arg-
FlacZ)U169 phoA gIinV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96 recA1 relA1 endA1 thi-1
hsdR17 aus dem Gibson Assembly™ Cloning Kit, Bestellnummer: C2987.
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2.1.11 Enzyme

Bezeichnung/Sequenz

Bgl | (GCCNNNN/NGGC)

Dpn | (GA/TC)

Platinum® Taq DNA Polymerase

Superscript™|ll RT/Platinum™ Tag Mix

T4 Gene 32 Protein

2.1.12 Kits

Bezeichnung

Gibson Assembly™ Cloning Kit
QIlAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick PCR Purification Kit
Invitrogen SuperScript®IIl One Step
RT-PCR System mit Platinum® Taq

DNA Polymerase

Invitrogen Platinum® Taq DNA Polymerase

Bezugsquelle

New England Biolabs

New England Biolabs

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

New England Biolabs

Bezugsquelle

New England Biolabs

Qiagen

Qiagen

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
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2.2 Methoden

2.2.1 Extraktion

Die Extraktion der viralen RNA erfolgte automatisiert mittels EZ1 Plattform unter
Verwendung des EZ1 Virus Mini Kits v2.0 (Qiagen). Dabei wurden 200 ul Plasma
eingesetzt und in 60 ul Elutionspuffer eluiert. Anschlief3end erfolgte die Lagerung
bei -80°C.

2.2.2 HIV-1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der exponentiellen Amplifikation von
spezifischen DNA-Sequenzen. Die HIV-1 PCR findet in zwei Schritten statt. Zu-
erst wird in einer RT-PCR durch einen vorgeschalteten reverse Transkriptions-
schritt die HIV-1 RNA mithilfe von Primern in komplementare DNA (cDNA) um-
geschrieben und vervielfaltigt. In der darauffolgenden Nested PCR wird die cDNA
weiter vervielfaltigt. Jede PCR beinhaltet die Schritte Auftrennung des DNA-Dop-
pelstranges, Anlagerung der Primer an den Einzelstrang, Verlangerung und Bil-
dung eines komplementaren Stranges. Mittels der PCR wurde das pol-Gen zu-
nachst in DNA konvertiert und schlieRlich in einen Expressionsvektor zur Se-

guenzanalyse kloniert.

2.2.3 RNA-Prainkubation

Bei der RNA-Prainkubation wurden die Primer der RT-PCR mit der RNA in einem
seperaten Cyclerprogramm prainkubiert, auf Eis kdnnen fakultativ Enzyme hin-

zugefligt werden.

Tabelle 1: RNA-Prainkubation

Temperatur [°C] = Zeit [min] Zyklus: Funktion
65 5:00 1x RNA-Prainkubation
Auf Eis 1:00 Zugabe von T4gp32
) (siehe 3.2)
25 5:00 - -
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2.2.4 RT-PCR

Die Amplifikation des HIV-1 pol-Gens wurde mit einer One-Step RT-PCR unter
Verwendung des Superscript Il One-Step RT-PCR-Kits (Invitrogen) durchge-
fuhrt. Die verwendeten RT-PCR-Primer sind 5220as und PRRT-nonB-F (siehe
2.1.8 Primer).

RT-PCR-Reaktion, 50 pl Ansatz:

Tabelle 2: Ansatz fiir RT-PCR

Reagenzien Konzentration [uM] | Volumen [pl]
2x Superscript lll Reak- o5
tionspuffer Mix
Nuclease freies Wasser 12
Fw-Primer 10 1
Rev-Primer 10 1
SuperScript lll Enzymmi- 1
schung
HIV-RNA 10

Die RT-PCR wurde mit einem Thermocycler von Eppendorf unter folgenden Zyk-

lusbedingungen durchgeflhrt:
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Tabelle 3: RT-PCR

Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklus: Reaktion
50 30:00 1x Reverse Transkription
95 2:00 DNA-Denaturierung,

1x Taqg-Polymerase Aktivie-
rung
94 0:30 Denaturierung der DNA
65-55 0:45 10'x Primerhybridisierung
(AT=-1°C)

68 4:30 DNA-Synthese
94 0:30 Denaturierung der DNA
55 0:45 30 x Primerhybridisierung
68 4:30 DNA-Synthese
68 5:00 1x Synthese
10 Pause - Reaktionsstop

2241 Nested PCR

Um ausreichend PCR-Produkt fur eine Sequenzierung zu generieren, wurde der
RT-PCR eine zweite (nested) PCR angeschlossen. Dabei wurden je Probe 5 pl,
der zuvor im Rahmen der RT-PCR vervielfaltigten viralen DNA, in einen neuen
Ansatz von 45 pl Uberflhrt.

Der Ansatz wurde unter Verwendung des Invitrogen Platinum Tag DNA Poly-

merase Kits wie folgt angesetzt:
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Tabelle 4: Ansatz fiir Nested-PCR

Reagenzien

Konzentration [uM] | Volumen [pl]

10x Reaktionspuffer

Nuclease freies Wasser

MgCl.
dNTP's

Fw-Primer

Rev-Primer

Platinum Taq

HIV-RNA aus RT-PCR

5
35,3
50000 1,5
10000 1
10 1
10 1
0,2
5

Die Nested-PCR wurde mit einem Thermocycler von Eppendorf unter folgenden

Zyklusbedingungen durchgeflhrt:

Tabelle 5: Nested-PCR

Temperatur [°C] = Zeit [min] Zyklus: Reaktion
95 2:00 DNA-Denaturierung,
1x Taqg-Polymerase Aktivie-
rung
94 0:30 Denaturierung der DNA
65-55 0:45 10 Primerhybridisierung
(AT=-1°C)
72 4:30 DNA-Synthese
94 0:30 Denaturierung der DNA
55 0:45 30 x Primerhybridisierung
72 4:30 DNA-Synthese
72 10:00 1x Synthese
10 Pause - Lagerung
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2.2.5 Kapillarelektrophorese

Die Kapillarelektrophorese ist ein Trennverfahren, welches nach dem Prinzip ei-
ner Elektrophorese funktioniert. Diese wurde mit dem QIAxcel® Advanced Sys-
tem der Firma Qiagen durchgefinhrt.

Es wurde jeweils 10 pl der zu analysierenden Proben in QX 0,2ml 12 Tube Strips
Uberfuhrt. Leere Tubes des 12-Tube-Strips wurden wiederum mit QX DNA Dilu-
tion Buffer beflllt. Die Elektrophorese findet in dunnen, mit Puffer gefullten Glas-
kapillaren statt. Mittels hydrodynamischer Injektion werden wenige Nanoliter der
jeweiligen Probe in das Kapillarrohrchen verbracht. Durch die Anlegung einer
elektrophoretischen Spannung erfolgt die lonenwanderung der negativ gelade-
nen DNA von der Kathode in Richtung Anode. Die DNA-Molekule werden photo-
metrisch detektiert, deren GrolRe mithilfe eines internen Standards (Marker) be-
stimmt und Uber die QlAxcel® ScreenGel® 1.5.0 Software ausgewertet. Die Soft-
ware zeigt das Ergebnis der Kapillarelektrophorese in Banden an und liefert
ebenfalls die Basenpaargrofle der DNA Fragmente, sowie deren Konzentration

in ng/pl.
2.2.6 DNA Aufreinigung

Die Aufreinigung der pol-PCR-Produkte, erfolgte mit dem ,QlAquick PCR Purifi-
cation Kit“ der Firma Qiagen nach Protokoll des Herstellers [56]. Die aufgereingte
DNA wurde in 30 yl EB-Puffer eluiert und die Konzentration am Nanodrop ge-

messen.

2.2.7 NanoDrop Konzentrationsmessung

Die Konzentration der aufgereinigten DNA wurde mit dem NanoDrop 2000 Spekt-
rophotometer gemessen. Der NanoDrop 2000 ist ein Vollspektrum-Spektropho-
tometer zur Messung der Extinktion von DNA, RNA, Protein und Farbstoff. Es
kann ein Spektrum von 220 bis 750 nm automatisch messen und graphisch dar-
stellen. Die Spektralmessung erfolgt mit zwei installierten Lichtwellenleitern (Licht
aus einer Xenonlampe) und dem Probenarm (Spektrometer mit linearer CCD-
Anordnung). Mit dem NanoDrop 2000 Messsystem kann DNA, RNA, Protein oder
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Farbstoff schon bei einer geringen Menge von 0,5 - 2,0 yl Volumen, ohne Kivet-
ten oder Kapillaren, gemessen werden. Zur Bewertung der Reinheit von DNA
wurde die DNA-Konzentration im Verhaltnis zur optischen Dichte gleichzeitig be-
rechnet, dabei wird zwischen der Absorption bei 260 nm zu der Absorption bei
230 nm und 280 nm verglichen [57]. Der Absorptionsquotient A260/A280 sollte
bei Werten zwischen 1,9 - 2,1 liegen, der Absorptionsquotient A230/A280 bei
1,8-2,2.

Eine optische Dichte von 1 entspricht bei einer Wellenlange von 260 nm einer
Konzentration von 50 pg/ml DNA. Die OD 280 gibt Auskunft Uber die Verunreini-
gung mit Proteinen, die OD 230 gibt Auskunft Gber Verunreinigungen mit organi-

schen Verbindungen.

2.2.8 Q5-Polymerisation

Zur Sequenzanalyse werden die zuvor amplifizierten pol-Fragmente in den
pUC18 Vektor kloniert. Dazu werden in den Vektor mittels einer PCR zunachst
Bindungsstellen eingefugt, die komplementar zu den in der pol-PCR verwende-
ten Primern 2001s und 3p31 sind. Da diese Sequenzen das pol-Fragment flan-
kieren, kdnnen Sie so mittels Gibson Assembly in den puC18 Vektor eingebracht
werden. Zur Reduktion von Replikationsfehlern, wird in dieser PCR die Q5-Poly-
merase genutzt, die zusatzlich eine ,Proofreading“- Aktivitat besitzt.

Der Ansatz fur die Q5-Polymerisation setzte sich wie folgt zusammen:

Tabelle 6: Ansatz fiir Q5-Polymerisation

Reagenzien Konzentration [uM] | Volumen [pl]
Nuclease freies Wasser 33
5x Q5 Puffer 10
dNTP's 1

pUC18-HIV-Pol-F Primer 10 25
(+ Primer)

pUC18-HIV-Pol-R Primer 10 25
(- Primer)

Q5 Polymerase 0,5

pUC18 Vector (1:10) 0,5
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Die PCR wurde unter folgenden Zyklusbedingungen durchgefuhrt:

Tabelle 7: Q5-PCR

Temperatur [°C] = Zeit [min] Zyklus: Reaktion
98 1:00 Offnung pUC18 Vector,
1 DNA-Denaturierung,
Taqg-Polymerase Aktivie-
rung
98 0:20 A1 x Denaturierung der DNA
72 2:30 DNA-Synthese
72 10:00 1x Synthese
10 Pause - Reaktionsstop

Im Anschluss wurde der pUC18 Ursprungsvektor mit 1 ul des Enzyms Dpn | fir
30 min bei 37°C verdaut. Das Enzym Dpn | erkennt die Methylierung und baut
dadurch ungedffnete Ursprungsvektoren ab, sodass ledigliche PCR-Produkte Ub-
rig bleiben. Nach dem Dpn | Verdau erfolgte eine GroRenkontrolle des PCR-Pro-
duktes durch die Kapillarelektrophorese mit dem QIlAxcel. Es wurde fur alle Ver-

suche eine 1:10.000 Verdinnung der pUC18 Stock-Ldsung eingesetzt.

2.2.9 Aufreinigung von Plasmid-DNA

Die Aufreinigung des PCR Produktes des pUC18 Vektors erfolgte mit dem
,QIAquick PCR Purification Kit* der Firma Qiagen nach Anleitung des Herstellers
[56]. Die aufgereinigte DNA wurde in 30 ul EB-Puffer eluiert und die Konzentra-
tion mit dem NanoDrop 2000 Spektrophotometer gemessen. Bei der 1:10.000
Verdinnung lag pUC18 in einer Konzentration von ca. 100 ng/ul vor.

2.2.10 Ligationsberechnung

Um die Klonierung von pUC18 Vektor mit dem Insert (HIV-1 pol-Fragment) mit-

tels Gibson Assembly (siehe 2.2.11) durchzufihren, wurde die bendtigte Menge
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an Insert unter Anwendung des Tools http://www.insilico.uni-duessel-
dorf.de/Lig_Input.html  berechnet. Die Parameter waren wie folgt:
Vectorsize (pUC18 Vektor): 2800 bp

Vectoramount: 100 ng

Insertsize: 3100 bp

2.2.11 Klonierung mit ,,Gibson Assembly*

Der ,Gibson Assembly® ist eine Variante der isothermalen DNA Amplifikation,
welche zur Klonierung verwendet werden kann. Dabei werden drei enzymatische
Schritte in einem Puffer durchgefihrt. (1) Die T5-Exonuklease verdaut die 5° En-
den des DNA Doppelstranges, sodass an den Enden ,sticky ends® entstehen.
Diese ermoglichen die Anlagerung von komplementaren DNA Strangen. (2) Eine
DNA Polymerase flllt die Lucken zwischen den zusammengelagerten Fragmen-
ten auf. (3) Nun erfolgt die Verbindung der freien 5 -Phosphatgruppen mit den
3'-Hydroxylgruppen uber eine Tag-DNA-Ligase [58].

Nach diesem Prinzip wurde in dieser Arbeit der durch die Q5-Polymerase geoff-
nete (siehe 2.2.8) und aufgereinigte (siehe 2.2.9) pUC18 Vektor mit den entspre-
chenden aufgereinigten HIV-1 pol-Fragmenten der zu untersuchenden Patien-
tenproben ligiert. Dazu wurde die DNA im molaren Verhaltnis von Vektor zu Insert
von 1:3 vermischt und mit Wasser auf 10 ul aufgefullt. Dann wurde 10 pl Gibson
Assembly 2x Mastermix hinzugegeben. Anschliellend wurde das Gemisch fur
zwei Stunden bei 50°C inkubiert.
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Gibson Assembly

Abbildung 9: Gibson Assembly
Schematische Darstellung der isothermalen DNA-Amplifikation nach Gibson unter Anwendung
der enzymatischen Schritte 1) Digestion und Annealing, 2) Polymerisation und 3) Ligation.

2212 Bakterientransformation

Die Transformation des mit dem HIV-1 pol-Fragment klonierten pUC18 Vektors
(siehe 2.2.11) in kompetente NEB-5-alpha Bakterien erfolgte durch Bakterien-
transformation nach dem folgenden Schema. Zuerst wurde 5 pl des mittels Gib-
son Assembly klonierten Vektorproduktes zu 50 pl der NEB-5-alpha Bakterien
gegeben. Das Vektor-Bakteriengemisch wurde fur 20 Minuten auf Eis gelagert,
um die Bakterien mit dem Vektor zu transformieren. Zur Effizienzerhdhung dieses
Schrittes wurde das Gemisch fur 30 weitere Sekunden bei 42 °C im Heizblock
erhitzt. AnschlieRend erfolgte wiederum fur funf Minuten eine Kuhlung auf Eis,
um das Schlielen der Bakterienmembran zu ermoéglichen. Danach wurde 480 pl
S.0.C. Outgrowth Medium hinzugegeben und bei 37 °C und 600 rpm fur eine
Stunde im Thermocycler inkubiert. Zum Schluss wurde das Medium mit den so
transformierten Bakterien auf einer LB Ampicillin-Agarplatte (100 ug/ml Ampicil-

lin) ausgestrichen und fur mindestens 16 Stunden bei 37°C inkubiert.
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2213 Bakterienkultur

Zur Plasmidisolation wurden Bakterienflissigkulturen im ,Mini“-Mal3stab ange-
zlchtet. Dazu wurden Einzelkolonien (siehe 2.2.12) in LB-Flissigmedium, das
mit 100 pg/ml Ampicillin versetzt war, Uberfuhrt und Gber Nacht bei 37 °C auf dem
Schuttler inkubiert.

2.2.14 Mini-Plasmid-Praparation

Die Praparation von Plasmid-DNA aus den Bakterienkulturen des klonierten pUC
18 Vectors mit pol-Insert erfolgte mit dem ,QIAPrep Spin Mini Kit“ der Firma Qi-
agen nach Anleitung des Herstellers [59]. Abweichend vom Herstellerprotokoll
wurden 4 ml Flussigkultur anstelle von 2 ml prapariert. Die aufgereinigte DNA
wurde in 40 pl Wasser eluiert und die Konzentration mit dem NanoDrop 2000

Spektrophotometer gemessen.

2.2.15 Analytische Restriktionsanalyse

Zur Kontrolle der erfolgreichen Insertion des pol-Fragmentes in die pUC18 Vek-
toren, erfolgte eine Restriktionsanalyse mit dem Enzym Bgl |. Dazu wurde ein
20 ul Restriktionsansatz mit 12,5 yl Wasser, 2 yl Puffer 3.1 und 0,5 pl Bgl | her-
gestellt. Danach wurde jeweils 5 ul der aufgereinigten Plasmid-DNA (aus 2.2.14)
mit 15 yl Mastermix in einem 1,5 ml Eppendorf Safe-Lock Tube vermischt und fur
eine Stunde bei 37°C im Thermocycler inkubiert. Das Enzym Bgl | schneidet den
pUC18 Vektor an den Basenpositionen 252 und 1820. Dadurch entstehen zwei
Fragmente die eine Lange von 1118 bp und 1568 bp haben. Wenn das
HIV-1 pol-Fragment mit einer Lange von ~2900 bp erfolgreich in den Vektor ein-
gebaut wurde, entstehen zwei Fragmente mit einer Lange von 1118 bp und
~4468 bp. Somit konnte die Restriktionsanalyse mit Bgl | mittels Agarose-Gel-

elektrophorese ausgewertet werden (siehe 2.2.16).
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Abbildung 10: Bgl I-Schnittstellen im pUC18 Vektor
Die Schnittstellen des Restriktions-Enzyms Bgl | (rot) befinden sich an Position 252 und 1820.
Die Abbildung wurde mit Hilfe der Software Geneious erstellt.

2.2.16 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode um Nukleinsauren (RNA oder
DNA) durch elektrische Spannung nach ihrer Grof3e aufzutrennen.

Zur Herstellung eines 0,8 % Agarosegels wurde 0,4 g Agarosepulver auf 50 ml
1 x TBE-Puffer gegeben und dieses durch Erhitzung in der Mikrowelle geldst.
Anschlietend wurde dem Gemisch 2 Tropfen 0,025 pg/ml Ethidiumbromid-Lo6-
sung zugefugt und dann in den mit Kamm praparierten Gelelektrophoreseschlit-
ten gegossen. Nach Aushartung des Gels wurde die Kammer mit 1 x TBE-Puffer
befullt und der Kamm entfernt. Die dadurch entstandenen Geltaschen wurden mit
den DNA-Proben beladen. Diese wurden zuvor mit einem 6 x Ladungspuffer

(0,25 % Bromphenolblau, 30 % Glycerin) vermischt, im Verhaltnis 5 pl
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DNA-Probe auf 1 pl 6 x Ladungspuffer. Je Geltasche wurde 5 pl DNA-Probe pi-
pettiert. Zur Gro3enkontrolle wurden in eine seitliche Geltasche 2 pl des Langen-
markers ,GeneRulerTM Ladder Mix“ aufgetragen. Die Auftrennung der DNA-Pro-
ben erfolgte bei einer Spannnung von 70 mA flr einen Zeitraum von 50 Minuten.
AnschlieRend wurde das Gel mit Hilfe des Geldokumentations-Systems ,Gel
iX20 Imager” unter UV-Licht abgelichtet und Uber die Software ,Fluoreszenz-Do-
kumentationssystem ChemoCam Imager‘ ausgewertet. Die Fragmentgrolie

wurde anhand des mitgelaufenen Langenmarkers ermittelt.

2217 Sanger-Sequenzierung

Sanger-Sequenzierungen von PCR-Produkten oder Plasmid-DNA wurden von
der Firma Eurofins Genomics, Ebersberg durchgefuhrt. Dazu wurden die Proben
zur Sequenzierung zuvor auf ein ,PlateSeq Kit DNA® Kit aufgetragen. Zur Se-
quenzierung enthielten die Platten gemal den Angaben von Eurofins ausrei-
chende Mengen Primer und DNA.

Die durchgefuhrte Sanger-Sequenzierung basiert auf der von Sanger und Coul-
son 1977 veroffentlichten Sequenziermethode, die auch als Kettenabbruch-Syn-
these bezeichnet wird [60]. Bei der weiterentwickelten Sanger-Sequenzierung
lauft die Sequenzierung des Matrizenstranges uber einen 5 zu 3 Primer
(DNA-Polymerase) in einem Reaktionsgefal® ab.

Im Reaktionsgefall befinden sich neben Desoxyribonukleosidtriphosphaten
(dNTPs) und der DNA-Polymerase, vier farblich unterschiedlich, fluoreszenzmar-
kierte Didesoxyribonukleosidtriphosphate (ddNTPs). Die DNA-Polymerase ver-
langert die denaturierten DNA-Einzelstrange mittels der dNTPs bis es zum Ein-
bau eines ddNTPs kommt, dieses erzeugt Uber seine nicht vorhandene 3 -Hyd-
roxygruppe einen Kettenabbruch. Die nun entstandenen Produkte werden mit ei-
nem Kapillarelektrophoreseverfahren aufgetrennt und parallel dazu werden die
eingebauten ddNTPs an den Enden zur Fluoreszenz angeregt und detektiert.
Aus der Abfolge der Farbsignale ergibt sich die direkte Basenabfolge des
DNA-Matrizenstranges [61-63].
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2.2.18 Next-Generation Sequencing Methoden

Die Next-Generation Sequencing Methoden wurden erstmals 2005 als Alterna-
tive zur Sanger Sequenzierung verwendet [64]. Zur Zeit gibt es zahlreiche unter-
schiedliche Methoden unter anderem: Helicos Heliscope, Applied Biosystems
SOLID System, 454 Life Sciences (Roche), Complete Genomics, Pacific
Biosciences, Life Technologies lon Torrent, Pac Bio, lllumina und das oftmals als
Sequenzierung der dritten Generation bezeichnete single molecule real-time
(SMRT) system (MinlON) von Oxford Nanopore [65]. Fur diese Arbeit wurde die
lllumina MiSeq Technologie als Verfahren verwendet, welche im weiteren Verlauf
detaillierter beschrieben wird.

Die unterschiedlichen Methoden, ausgenommen der MinlON Technologie, haben
mit verschiedenen Ansatzen das gemeinsame Ziel einzelne DNA-Strange in
gleichzeitigen und parallel ablaufenden Prozessen zu amplifizieren, wodurch
eine Fragmentsammlung erzeugt wird. Im Anschluss kann diese dazu verwendet
werden Sequenzreaktionen auf den Strangen der Fragmentsammlung stattfinden
zu lassen. Durch die Verwendung von Adaptersequenzen kann die Sequenzie-
rung selektiv tUber eine PCR erfolgen und es ist im Gegensatz zur Sanger Se-
quenzierung kein bakterieller Klonierungsschritt mehr nétig. Die NGS Methoden
basieren dabei auf einer dreiteiligen Reaktionsreihe bestehend aus Nukleotidad-
ditionsschritt, Nachweis der eingebauten Nukleotide und Waschschritt zur Ent-
fernung der fluoreszierenden Markierungen. Sie erzeugen grol3e Datensatze, da
die Instrumente der unterschiedlichen Systeme enorme Kapazitat besitzen [66,
67].

2.2.18.1  lllumina Technologie

Die Amplifizierung und gleichzeitige Sequenzierung mittels lllumina MiSeq Tech-
nologie gehodrt zu den NGS Methoden. Dabei werden spezifische Adapter an
beide Enden der zu amplifizierenden DNA Fragmente gebunden. Auf einer mehr-
kanaligen, glasernen Durchflusszelle befindet sich eine oligo-derivarisierte Ober-
flache. Diese ermdglicht, vermittelt durch eine DNA-Polymerase, im nachsten
Schritt eine Bindung der Fragmente und anschlieRende Brickenamplifikation von
einzelnen Molekulen, welche in zahlreichen DNA-Kopien vervielfaltigt werden.

Jede Ansammlung von Adaptern erzeugt Uber diese Art der Amplifikation der
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Ausgangs-DNA ein Cluster, bestehend aus ca. 1 Millionen Kopien des urspring-
lichen Fragments. Das lllumina-System verwendet einen ,Sequenzierung-durch-
Synthese-Ansatz“, dabei werden alle vier Nukleotide (mit den Basen Adenin, Cy-
tosin, Guanin, Thymin) zeitgleich in die Fragmentcluster auf der Durchflusszelle
eingebaut. Die Nukleotide besitzen eine spezifische Fluoreszenzmarkierung an
den Basen, wahrend gleichzeitig die 3'-OH-Gruppe blockiert ist. Bei jedem Ba-
seneinbau erfolgt eine optische Bildgebung, bevor die 3 -blockierende Gruppe
wieder entfernt wird und ein weiterer Nukleotideinbau in den Strang ermdglicht
wird. In sich wiederholenden Zyklen kdnnen so Sequenzen gewonnen werden,
welche mit zugehorigen Qualitdtswerten verglichen und modifiziert werden [67,
68].
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3 ERGEBNISSE

Der Fokus der Arbeit lag auf der Entwicklung einer Subtyp-unabhangigen
All-in-one PCR der gesamten pol-Gen-Region von HIV-1. Die Amplifikation der
pol-Genregion sollte im weiteren Verlauf einen Vergleich von resistenten HIV-1
pol Varianten mittels Next-Generation Sequencing (NGS) und Clone-Based Se-
quencing (CBS) ermdglichen.

Dabei sollte geklart werden, ob die durch NGS ermittelte prozentuale Haufigkeit
von DRMs mit der prozentualen Haufigkeit der klonalen Resistenzanalyse ver-

gleichbar ist.
3.1 Optimierung der pol-PCR

Das erste Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Amplifikationsmethode des kom-
pletten HIV-1 pol-Gens zu optimieren, indem das pol-Fragment des HIV-1 als
Ganzes amplifiziert werden sollte, statt wie bisher in zwei getrennten Reaktions-
ansatzen. Bisher konnte bereits eine All-in-one-PCR des HIV-1 pol-Fragments
etabliert werden, diese PCR zeigte sehr gute Resultate bei HIV-1 Zellkulturiber-
standen. Bei Patientenproben mit niedrigen Viruslasten erbrachte die bereits

etablierte PCR nicht die gewinschten Ergebnisse.

Zur Optimierung wurden zwei unterschiedliche PCR-Protokolle definiert, die
beide aus einer einstufigen RT-PCR mit anschliefender Nested PCR bestanden.
Das Protokoll | basierte auf den Ergebnissen der bereits etablierten HIV-1
pol-PCR. Im Protokoll Il wurden unterschiedliche Parameter zu Optimierung der
Reaktionsbedingungen angepasst. Die Anpassung des Protokolls sollte die
PCR-Reaktion stabilisieren, da bisher insbesondere aufgrund der gro3en Frag-
mente und der unterschiedlichen Subtypen und Viruslasten nicht die erwlinsch-
ten Ergebnisse erzielt werden konnten. Die Amplifikation des HIV-1 pol-Gens,
welche die Gene Protease, Reverse Transkriptase, RNAse H und Integrase ko-
diert, hat eine zu erwartende Produktgréfie von 2843 bp. In Abhangigkeit von der

Virusvariante und dem HIV-1 Subtyp kann die Produktgro3e leicht variieren.
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Tabelle 8: Protokoll | RT-PCR

Temperatur [°C] Zeit [min] Zyklus: Reaktion
X 30:00 1x Reverse Transkription
95 2:00 DNA-Denaturierung,
1x Taqg-Polymerase Aktivie-
rung
94 0:30 Denaturierung der DNA
65-55 0:45 10'x Primerhybridisierung
(AT=-1°C)
68 4:30 DNA-Synthese
94 0:30 Denaturierung der DNA
55 0:45 30 x Primerhybridisierung
68 4:30 DNA-Synthese
68 5:00 1x Synthese
10 Pause - Reaktionsstop
Tabelle 9: Protokoll | Nested-PCR
Temperatur [°C] = Zeit [min] Zyklus: Reaktion
95 2:00 DNA-Denaturierung,
1x Tag-Polymerase Aktivie-
rung
94 0:30 Denaturierung der DNA
65-55 0:45 10 Primerhybridisierung
(AT=-1°C)
72 4:30 DNA-Synthese
94 0:30 Denaturierung der DNA
55 0:45 30 x Primerhybridisierung
72 4:30 DNA-Synthese
72 10:00 1x Synthese
10 Pause - Reaktionsstop
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Im Protokoll | (Tabelle 8 und 9) wurde ein Touch-Down eingebaut, der die Tem-
peratur in den ersten 10 Zyklen der Primerhybridisierung jeweils um -1 °C je Zyk-

lus von 65 °C auf 55 °C absinken lies.

Tabelle 10: Protokoll Il RT-PCR

Temperatur [°C] = Zeit [min] Zyklus: Reaktion
X 30:00 1x Reverse Transkription
94 2:00 DNA-Denaturierung,

1x Taqg-Polymerase Aktivie-
rung

94 0:30 Denaturierung der DNA
65 0:30 40 x Primerhybridisierung
68 4:30 DNA-Synthese
68 5:00 1x Synthese
10 Pause - Reaktionsstop

Tabelle 11: Protokoll Il Nested-PCR

Temperatur [°C] = Zeit [min] Zyklus: Reaktion

94 2:00 DNA-Denaturierung,
1x Tag-Polymerase Aktivie-
rung

94 0:30 Denaturierung der DNA
65 0:30 40 x Primerhybridisierung
72 4:30 DNA-Synthese
72 5:00 1x Synthese
10 Pause - Reaktionsstop

Im Protokoll Il (Tabelle 10 und 11) wurde auf diesen Touch Down verzichtet, so-
dass alle 40 Zyklen der Primerhybridisierung konstant bei 65°C erfolgten. Um die
gewunschten ProduktgroRen zu erhalten, wurde zur weiteren Optimierung eine
RNA-Prainkubation ausgetestet. Des Weiteren wurden unterschiedliche Tempe-
raturen flr den reversen Transkriptions-Schritt ausgetestet, um die Amplifikation
zu optimieren. Sofern nicht zusatzlich aufgeflhrt, waren alle Positivkontrollen der

PCRs positiv und alle Negativkontrollen negativ.
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3.1.1 HIV-1 Subtyp B

Der HIV-1 Subtyp B der Gruppe M ist der in Europa am weitesten verbreitete
HIV-1 Subtyp. Zu Beginn der Arbeit wurde deshalb der Schwerpunkt auf die Sub-
typ B PCR gelegt, indem gezielt Subtyp B Proben zur PCR Etablierung ausge-
wahlt wurden.

Zur Optimierung der pol-PCR wurde in einem ersten Versuch, die RT-PCR ohne
Touch-Down und ohne RNA-Prainkubation durchgeflihrt. Basierend auf bisheri-
gen Protokollen wurde die Temperatur im RT-Schritt mit 50°C gewahlt. Fur die
gewahlten B-Subtypen konnte nur bei einer der sechs getesteten Plasmaproben
eine spezifische Produktamplifikation erzielt werden (Linie 4, Abbildung 11). Bei
den anderen untersuchten Plasmaproben resultierte die unmodifizierte RT-PCR

in unspezifischen PCR-Produkten.

VI-Nummer D17- D17- D17- D17- D17- D17-
4344 | 4438 6141 | 12311 | 3013 2248
HIV-1 B B B B B B
Subtyp
RT (°C) 50 50 50 50 50 50
Touch-
Down
RNA-Pra-
inkubation
[bp]
B0 = E—— ;
4000
3000
3000 |
LN
2000 [
1500
1200
1000
750
500

Abbildung 11: Kapillarelektrophorese der pol-PCR-Produkte von HIV-1 B-Subtypen nach
RT-Schritt bei 50°C

Die RT-PCR der HIV-1 pol-Gens von Subtyp B Proben erfolgte unter den angegebenen PCR-

Bedingungen (Tabelle 10 - 11). Die PCR- Produkte wurden Uber Kapillarelektrophorese darge-
stellt.
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Im durchgefuhrten Protokoll der pol-PCR entstanden weitestgehend unspezifi-
sche PCR-Produkte. In den ersten Protokollmodifikationen zeigte sich ansatz-
weise, dass diese unspezifischen Nebenbanden durch eine RNA-Prainkubation
reduziert werden kénnen. Um der Frage nachzugehen, ob diese unspezifischen
PCR-Produkte durch eine unspezifische Primer-Bindung oder durch RNA-Sekun-
darstrukturen induziert werden, wurde ein Produkt von 788 bp mittels Sanger-
Sequenzierung analysiert. Die Sequenzierung zeigte, dass innerhalb des PCR-
Produktes eine Deletion vorlag, welches nicht auf eine unspezifische Primerbin-
dung, sondern auf Sekundarstrukturen bzw. sterische Hindernisse der Poly-

merase wahrend des Amplifikationsprozesses hindeutet (Abbildung 12).

[bp]

= 4000
3000
2500
. 2000
."lI[:‘ 400 !y.l( Hll' 1,000 1,200 1,439 1500

Consensus —————————— ek ————— e —

\dentity ' Bl kil » I 120

1. D16-58340-PRRT 1
750
2. Primer 3p31.ab1 [ - —

/ b
3. Primer 2001s.ab1 - -

Abbildung 12: Sanger-Sequenzierung des unspezifischen pol-PCR-Produktes am Beispiel
von Probe D16-58340

Zur Analyse der unspezifischen Nebenbande wurde diese mittels Sanger-Sequenzierung unter-
sucht und mit der Software Geneious wurden die Sequenzen mit der Consensus Sequenz von
PRRT aligniert und ausgewertet.

Um die RT-PCR durch weitere Modifikationen zu optimieren, wurde die RT-PCR
mit und ohne Touch-Down, bzw. RNA-Prainkubation von zwei B-Subtypproben,
durchgefuhrt (Abbildung 13). Dabei zeigte sich die grofite Spezifitdt ohne Touch-
Down mit einem RT-Schritt bei 60°C mit RNA-Prainkubation (Linien 5 und 6). Alle
anderen Bedingungen resultierten in unspezifischen PCR-Produkten. Fur beide
getesteten Plasmaproben konnte eine spezifische Produktamplifikation erzielt
werden (Abbildung 13).
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VI-Nummer D17- D17- D17- D17- D17- D17-
11053 11209 11053 11209 11053 11209
HIV-1 Subtyp B B B B B B
RT(°C) 50 50 50 50 60 60
Touch-Down + + + + - -
RNA-Pra- - - + + + +
inkubation
[bp]
5000 = | —
. TaTalal
3500
2000 — e —
2000 —
2000 - "
1500 —
1200 -
1000 — —_—
n —
—
500

Abbildung 13: Kapillarelektrophorese der pol-PCR-Produkte von HIV-1 B-Subtypen nach
RT-Schritt bei 50°C und 60°C

Die RT-PCR der HIV-1 pol-Gens von Subtyp B Proben erfolgte mit unterschiedlichen PCR-Be-
dingungen (Tabelle 8 - 11). Die PCR- Produkte wurden uber Kapillarelektrophorese dargestellt.

Um die Relevanz des Touch-Downs in der PCR weiter zu untersuchen, wurden
drei weitere Subtyp B Proben mit und ohne Touch-Down vergleichend amplifi-
ziert. Eine konstante RT-Temperatur von 60 °C wurde sowohl fur die PCR mit

Touch-Down, als auch fiur die PCR ohne Touch-Down verwendet.
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VI-Nummer D17- D17- D16- D17- D17- D16-
4344 4438 28160 4344 4438 28160

HIV-1 B B B B B B
Subtyp
RT (°C) 60 60 60 60 60 60
Touch- + + + - - -
Down
RNA-Pra- + + + + + +
inkubation

[bp]

5000 = ¢

SUUU 3500

2000

1500 —

1200
1000

750 -  —

Abbildung 14: Kapillarelektrophorese der pol-PCR-Produkte von HIV-1 Subtyp B Proben
nach RT-Schritt bei 60°C

Die RT-PCR des HIV-1 Subtyp B pol-Gens erfolgte mit unterschiedlichen PCR-Bedingungen
(Tabelle 8 - 11). Die PCR-Produkte wurden Uber Kapillarelektrophorese visualisiert.

Da die RNA-Prainkubation im vorherigen Versuch einen positiven Effekt im Hin-
blick auf die finale ProduktgroRe zeigte, wurde diese weiterhin durchgefihrt. Es
zeigte sich, dass bei den gleichen Amplifikationsbedingungen der Verzicht des
Touch-Downs zu spezifischen Produkten fuhrte (Abbildung 14).

Wahrend den Modifikationsversuchen zur Findung der optimalen RT-PCR Bedin-
gungen, wurde die Frage nach der optimalen RT-Temperatur untersucht. Die Er-
gebnisse der parallelen Untersuchungen unterschiedlicher RT-Temperaturen
(50°C, 55°C, 60°C) zeigten interessanterweise, dass die Temperatur von 50°C
im Vergleich zu bevorzugen ist. Zur Verifizierung der optimierten PCR-Bedingun-
gen fur den HIV-1 Subtyp B wurden insgesamt 11 weitere Subtyp B Proben mit
RNA-Prainkubation, ohne Touch-Down-PCR, amplifiziert (Abbildung 15).

Die RT wurde hierbei bei 50 °C durchgefliihrt, um zu zeigen ob die Produkte auch
bei dieser RT-Temperatur im erwarteten Grolenbereich liegen. Insgesamt

konnte fur 8 von 11 Proben ein spezifisches PCR Produkt amplifiziert werden.
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VI-Nummer D17- D17- D17- D17- D16- D16- D16- D16- D16- D17- D17-
6141 | 12311 | 12332 | 4438 | 44543 | 48973 | 28160 | 28151 | 29425 | 4344 4759

HIV-A B B B B B B B B B B B
Subtyp
RT(°C) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Touch-Down

RNA-Pra- + + + + + + + + + + +
inkubation

[bp)
5000 =

00
| 3000 S - __— _\_-

2000

1200

750

Abbildung 15: Kapillarelektrophorese der pol-PCR-Produkte von verschiedenen HIV-1 B-
Subtypen nach RT Schritt bei 50°C.

Die RT-PCR des HIV-1 Subtyp B pol-Gens erfolgte mit diversen PCR-Parametern (Tabellen 8 -
11). Die Darstellung der PCR-Produkte erfolgte mittels Kapillarelektrophorese.

3.1.2 HIV-1 Non-B-Subtypen

Nachdem die Amplifikation fur Subtyp B bereits optimiert werden konnte, wurde
nun anhand einer Auswahl von HIV-1 non-B-Subtypen Uberprift, ob die bereits
optimierten PCR-Bedingungen auch bei non-B-Subtypen spezifische Amplifikate
liefern. Dazu wurden zunachst 6 Plasmaproben mit verschiedenen HIV-1 non-B
Subtypen (AG, AE, C, G, AG und A1) ausgewahlt (Abbildung 16). Es wurden zu
Beginn der Versuche, wie bereits bei den Modifikationsversuchen der Subtyp B
Proben, die gleichen Ausgangsbedingungen gewahlt. Die RT wurde ohne RNA-
Prainkubation durchgefiihrt und eine Temperatur von 50°C verwendet. Unter die-
sen PCR-Bedingungen konnte bereits bei den verwendeten AG- und A1-Subty-
pen eine erfolgreiche Amplifizierung der spezifischen Produkte erzielt werden (Li-
nie 1, 5 und 6). Bei den anderen Subtypen resultierten die angewendeten Bedin-
gungen in unspezifischen PCR-Produkten (Abbildung 16).
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VI-Nummer D16- D16- D16- D16- D16- D17-
47790 | 58675 | 58340 | 34052 | 50491 | 18124

HIV-1 AG AE C G AG A1

Subtyp

RT(°C) 50 50 50 50 50 50

Touch- + + + + + +

Down

RNA-Pra- - - - - - -

inkubation

[op]
- 000 =

T500
3000 — I— q
2EMNN

2000 —
1500

1000

Abbildung 16: Kapillarelektrophorese der pol-PCR-Produkte von unterschiedlichen
HIV-1 non-B-Subtypen nach RT Schritt bei 50°C

Die RT-PCR der unterschiedlichen HIV-1 non-B-Subtypen erfolgte unter den angegebenen
PCR-Bedingungen (Tabelle 8 - 11). Die PCR-Produkte wurden tber Kapillarelektrophorese vi-
sualisiert.

Im nachsten Schritt wurden die gleichen Proben ohne Touch-Down, bei einer
RT-Temperatur von 50°C, sowie ohne und mit RNA-Prainkubation amplifiziert,
um die Auswirkung der RNA-Prainkubation und des Touch-Downs bei
non-B-Subtypen zu untersuchen (Abbildung 17). Die RNA-Prainkubation er-
zeugte im Vergleich mehr spezifische PCR-Produkte. Auch unter diesen Amplifi-
kationsbedingungen konnten unspezifische PCR-Produkte nicht vollstandig ver-
mieden werden (Linie 9,12).
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VI-Nummer D16- D16- D16- D16- D16- D17- D16- D16- D16- D16- D16- D17-
47790 | 58675 | 58340 | 34052 | 50491 | 18124 | 47790 | 58675 | 58340 | 34052 | 50491 | 18124
HIV-1 AG AE [od G AG A1 AG AE C G AG A1
Subtyp
RT (°C) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Touch-
Down
RNA-Pra- + + + + + +
inkubation
[bp)
5000 =
3500
3000 R —
2500
2000
1500
1200
1000
750
500

Abbildung 17: pol-PCR mit dem Protokoll Il ohne/mit RNA-Prainkubation bei non-B-Sub-

typen

Die PCR erfolgte im fir diese Arbeit definierten Protokoll Il im Vergleich ohne und mit RNA-

Prainkubation.

Um die Erkenntnisse aus den Optimierungen der PCR von HIV-1 Subtyp B weiter

an non-B-Subtypen zu verifizieren, wurden in einer weiteren Betrachtung die

Amplifikationsbedingungen angepasst.

Dabei zeigte sich, dass bei den non-B-Subtypen eine RT-Temperatur von 50°C

in Kombination mit einem Touch-Down und einer RNA-Prainkubation mehr spe-

zifische PCR-Produkte erzeugte. Eine Erhdhung der RT-Temperatur oder ein

Verzicht des Touch-Downs flhrte hingegen zu einem Ausfall von PCR-Produkten
(Spalte 2, 3, 11, 12) oder zu unspezifischen PCR-Produkten (Linie 5, 6, 7, 8)

(Abbildung 18).
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VI-Nummer D17- | D17- | D17- | D17- | D17- | D17- | D17- | D17- | D17- | D17- | D17- | D17-
12332 | 13304 | 13515 | 13761 | 12332 | 13304 | 13515 | 13761 | 12332 | 13304 | 13515 | 13761

HIV-1 AE F1 A1 AG AE F1 A1l AG AE F1 A1 AG
Subtyp
RT (°C) 50 50 50 50 50 50 50 50 60 60 60 60
Touch- - - - - + + + + + + + +
Down
RNA-Pra- + + + + + + + + + + + +
inkubation

[bp)

5000 = ey —
3000 —— PR— ‘ - s —

2500
2000

1500 —
1200

1000
750

500

Abbildung 18: Kapillarelektrophorese der pol-PCR-Produkte von HIV-1 non-B-Subtypen
nach RT Schritt bei angepassten Bedingungen

Die RT-PCR der unterschiedlichen HIV-1 non-B-Subtypen erfolgte unter den angegebenen PCR-
Bedingungen (Tabelle 8 - 11). Die PCR-Produkte wurden Uber Kapillarelektrophorese visualisiert.

Um der Frage nachzugehen, wie sich diese unspezifischen Produkte vermeiden

lassen, wurde nach einem Stabilisator fur die PCR gesucht.
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3.2 Stabilisierung der subtypunabhangigen pol-Amplifikation durch
T4gp32

Um die pol-Amplifikation subtypunabhangig zu stabilisieren, wurde in weiteren
Versuchen die Wirkung von T4gp32 (T4 Gene 32 Protein) auf die pol-PCR unter-
sucht. T4gp32 ist ein einzelstrangiges, spezifisches DNA-bindendes Protein, wel-
ches durch T4-Bakteriophagen-infizierte Escherichia coli-Zellen produziert wird.
In fruheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass T4gp32 Protein durch
die Verhinderung der Bildung von Sekundarstrukturen einen positiven Effekt auf
die Effizienz und Spezifitat von RT-Reaktionen wahrend der RT-PCR hat [69-71].
Piché und Schernthaner konnten in ihren Versuchen den besten Effekt bei einer
Konzentration von 3 uM T4gp32 auf RT-Reaktionen erzielen [71].

Im Vergleich wurde in dieser Arbeit der Einfluss von T4gp32 auf die PCR von
sieben ausgewahlten HIV-1 Plasmaproben unterschiedlicher Subtypen betrach-
tet (Abbildung 19). Dazu wurde die virale RNA prainkubiert, bei 50°C revers
transkribiert und inklusive Touch-Down amplifiziert. Im Vergleich wurden nach
dem RNA-Prainkubationsschritt die RT-PCR Ansatze mit und ohne T4gp32 an-
gesetzt.

Die Ergebnisse der RT-PCR zeigten bei allen Plasmaproben durch die Zugabe
von T4gp32 in einer Konzentration von 3 uM pro Reaktion nach der RNA-Prain-
kubation einen stabilisierenden Effekt auf die Produktspezifitat. Ohne T4gp32
konnte bei 4 von 7 Proben ein spezifisches Amplifikat generiert werden, wohin-
gegen die Zugabe von T4gp32 die Spezifitat auf 100 % erhdhen konnte (Abbil-
dung 19).
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VI-Nummer D16- D17- D17- D17- D16- D17- D17- D16- D17- D17- D17- D16- D17- D17-
48973 | 13761 | 12332 | 13304 | 47791 | 47790 | 13515 | 48973 | 13761 | 12332 | 13304 | 47791 | 47790 | 13515
HIV-1 B AG AE F1 B AG A1 B AG AE F1 B AG A1
Subtypen
RT(°C) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Touch- + + + + + + + + + + + + + +
Down
RNA-Pra- + + + + + + + + + + + + + +
inkubation
T4gp32 - - + + + + + + +
[op]
5000 —
4000
3500 — — —
20 — e J— A
565
2000
1500
1200
1000
750
—
500

Abbildung 19: Kapillarelektrophorese der pol-PCR-Produkte von diversen HIV-1 Subty-
pen unter Verwendung von T4gp32

Die RT-PCR des HIV-1 pol-Gens unterschiedlicher Subtypen erfolgte im Vergleich ohne und mit

Zugabe von T4gp32. Die PCR-Produkte wurden Uber Kapillarelektrophorese visualisiert.

Die Verwendung von T4gp32 in der PCR der unterschiedlichen B- und

non-B-Subtypen erzeugte einen durchweg positiven Effekt, sodass die PCR fur

alle Produkte stabilisiert werden konnte und primar Produkte im Zielbereich er-
zeugt wurden (2982 bp - 3146 bp).
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VI-Nummer D17- D16- D17- D16- D17- D17- D16- D17- D16- D17-
7447 | 58340 | 3013 | 34052 | 11209 | 7447 | 58340 | 3013 | 34052 | 11209
HIV-1 AE (o4 B G B AE (o4 B G B
Subtyp
RT (°C) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Touch- + + + + + + + + + +
Down
RNA-Pra- + + + + + + + + + +
inkubation
Tdgp32 - - - - - + + + + +
[bp]
5000 = pmm— | | | S— |t |t
4000 =
2000 —— e M— ————
2500
2000
1500 — —

1200

1000 — I——

750 —

Abbildung 20: Kapillarelektrophorese der pol-PCR-Produkte von ausgewdhiten Proben
unter Verwendung von T4gp32

Die RT-PCR des pol-Gens unterschiedlicher HIV-1 Subtypen erfolgte im Vergleich ohne und mit
Zugabe von T4gp32. Die PCR-Produkte wurden Uber Kapillarelektrophorese visualisiert.

Um die Auswirkung von T4gp32 auf die pol-PCR weiter zu untersuchen, wurden
in einem neuen Ansatz spezifisch Proben ausgewahlt, welche in vorherigen
PCR-Ansatzen deutliche Nebenprodukte lieferten. Dabei konnte bei 3 von 5 Pro-
ben eine Stabilisierung der PCR-Reaktion und somit der Produkt-Spezifitat unter
Verwendung von T4gp32 induziert werden. Die Optimierung des PCR-Protokolls
hinsichtlich der Amplifikationsbedingungen ermdglichte bei diesen Proben bisher
keine Erzeugung von spezifischen PCR-Produkten.

Erst unter Zugabe von T4gp32 zeigte sich bei allen DNA-Produkten eine deutli-

che Verbesserung hinsichtlich der Spezifitat der erhaltenen Produkte.
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3.3 Herstellung von rekombinanten pol-Vektoren zur klonalen Se-

quenzanalyse

Um der Frage nachzugehen, ob NGS Methoden die Haufigkeiten der resistenten
Virusvarianten in einer Quasispezies ebenso gut wie die klonale Analyse beur-
teilen kdnnen, wurden rekombinante HIV-Konstrukte mit resistenten pol-Genre-
gionen hergestellt und zur klonalen Sequenzanalyse verwendet.

Die Herstellung der rekombinanten pol-Vektoren zur klonalen Sequenzanalyse
erfolgte wie bereits ausfihrlich beschrieben (2.2.11), anhand der Plasmaproben
von 10 HIV-1 B-Subtypvarianten (siehe Tabelle 12).
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Tabelle 12: Resistenzprofile ausgewahlter Plasmaproben zur Herstellung von rekombi-

nanten HIV-Konstrukten.

Die Resistenzprofile wurden mit der klassischen Sanger-Populationssequenzierung bestimmit.

DRMs = drug resistance mutations; n.B. = nicht bestimmt

Proben-ID

HIV-1
Subtyp

HIV-RNA
(cop/ml)

Protease DRMs

Reverse
Transkriptase DRMs

Integrase DRMs

D16-29425

B

35818

K70R, VO0I, K101KN,
Y115FY,Y181C,
M184V,

G190AG, K219E

E92EQ, N155HN

D16-39779

5149

AB2V, KB5R, V751,
F116FS, M184MV

T66IT, L74LM, P90S,
TO7AT, LS153AS,
E157EQ, G163GR

D16-47791

28005

K70E, K101E,
M184MV,
Y188L, G190A

E92Q, E157Q

D16-53554

1750

T69D, Y115FY,
M184V

L74LM, T97A, E138K,
S147G, Q148R

5068

56800

V321, L33F, W46,
147V, F53L, 154L,
L90M

M41L, D67N, V75M,
K103S, M184V,
G190A,

L210W

G140S, Q148H

5150

9971

W46, 147V, 154V,
V82F, L9OM

M41L, E44D, DB7N,
VI0IV, M184V,
Y186L,

L210W, T215Y

L74M, T97A, Y143R

8954

114000

L33F, M46L, 150V,

V82A, L90M

M41L, D67N, V75M,
F77L, A98G, K101E,
V179F, Y181C,
M184V,

G190S, L210W,
T215Y

N155H, E157Q

12415

n.B.

V321V, M46IM,
1471V,
L76LV, 1841V

L74LV, KI0THKNQ,
K103N,

V1081, Y181CY,
M184MV,

G190AG, L210LW,
T215CY,

M230LM

E138AE, G140GS,
Q148HQ

14727

n.B.

V321, M461. L76V.
V82A, 184V

D67N, 169D, K70R,
A9SG, V108I, Y181C,
M184V, G190A,
T215F,

K219Q

E138EK, G140GS,
Y143CY, Q148HQ,
G149AG, G163GR

16157

1770

D30DN, L33FL

M184MV

T66IT, E138K, Q148R

Da zur Klonierung das gesamte pol-Fragment bendétigt wurde, wurde die pol-PCR
nach dem optimierten RT-PCR-Protokoll, mit vorheriger RNA-Prainkubation und
einer RT-Temperatur von 50°C durchgefiihrt. Die Abbildung 21 zeigt einen Uber-
blick Uber die Ergebnisse der pol-PCR flr die untersuchten Proben der Patien-
tenkohorte. Hierbei konnte flir alle zehn Proben das gewilinschte PCR Produkt

ohne weitere unspezifische Produkte amplifiziert werden.
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VI-Nummer D16- D16- D16- D16- 5068 5150 8954 12415 | 14727 | 16157
29425 | 39779 | 47791 53554

HIV-1 B B B B B B B B B B

Subtyp

RT (°C) 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Touch-Down - - - - - -

RNA-Pra- + + + + + + + + + +
inkubation

[op]
5000 =

ey

i —_——_————ﬁ

AN

2000

1500

1200
1000

750

Abbildung 21: Ubersichtsdarstellung der Kapillarelektrophorese der pol-PCR-Produkte
aller verwendeten HIV-1 B-Subtypen zur Herstellung rekombinanter HIV-Vektoren

Die RT-PCR des HIV-1 Subtyp B pol-Gens erfolgte mit den dargestellten PCR-Bedingungen
(Tabelle 10 - 11). Die PCR-Produkte wurden Uber Kapillarelektrophorese visualisiert.

Die pol-PCR-Produkte sollten mittels bakterieller Klonierung vervielfaltigt werden.
Die Ligation der amplifizierten und aufgereinigten pol-PCR-Produkte erfolgte mit
durch Q5-Polymerase gedffneten pUC18 Vektoren unter Anwendung eines Gib-
son Assembly. Nach erfolgter Bakterientransformation der hergestellten pol-Vek-
toren in kompetente NEB-5-alpha Bakterien, sowie Bakterienkultur und
Mini-Plasmid-Praparation, wurde zur Kontrolle der Ligation eine Restriktionsana-

lyse mit dem Enzym Bgl | durchgefuhrt.
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Die Ergebnisse der Restriktionsanalyse werden beispielhaft fir die Klone S31 bis
S44 anhand der Probe 16157 gezeigt (Abbildung 22). Bei einer erfolgreichen Li-
gation wird der Vektor vom Enzym Bgl | so geschnitten, dass zwei Fragmente
entstehen, welche eine Grole von 1118 bp und ca. 4468 bp haben. Dabei zeigte
sich, dass bis auf die Klone S33 und S43 in allen Bakterien die Vektoren mit
ligiertem pol-Fragment transformiert waren. Insgesamt wurden fur die 10 ausge-
wahlten Patientenproben (Tabelle 12) 637 Klone auf erfolgreiche Transformation
des pol-Vektors untersucht. Insgesamt zeigten 396/637 Klone in der Restriktions-

analyse einen Klonierungserfolg (62 %).

Bgl | Restriktionsanalyse Patient Nr. 16157
M S31 S32 S33 S34 S35 S36 S37 S38 S39 S40 S41 S42 S43 S44

4000
3000

1500

1000

"
i -

Abbildung 22: Analytische Restriktionsanalyse mittels Bgl | Restriktionsanalyse
Restriktionsanalyse der Klone S31 - S44. Die Klone S31 - S44 wurden mit dem Enzym Bgl | ge-
schnitten. Die gewlinschte FragmentgroRe (rote Pfeile) bei erfolgreicher Klonierung liegt bei
1118 bp und ~4468 bp. Die pol-PCR-Produkte entstammen der Viruspopulation der Plasma
Probe 16157 (RESINA Studie).

M: GréRenstandard GeneRulerTM DNA Ladder Mix. Die Auftrennung erfolgte in einem 1 %
Agarose-Gel in TBE Puffer.

Die aufgereinigten pol-Vektoren wurden nach der Sanger-Methode sequenziert,
um eine vergleichende Analyse der Resistenzprofile durchzufliihren. Die Sequen-
zen wurden mit der Software Geneious ausgewertet, um anschlielend mit der

Software MutExt-HIV die Resistenz-assoziierten Mutationen zu detektieren.
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3.4 Vergleich der Quantifizierung von Resistenzmutationen mittels
klonaler Analyse (CBS) vs. NGS

Um die Quantifizierung der resistenten Virusvarianten in einer Quasispezies zu
ermdglichen, erfolgte der Vergleich der prozentualen Haufigkeiten mit den Hau-
figkeiten der klonalen Analyse anhand von 10 ausgewahlten Proben (Tabelle 12).
Hierbei wurden die Haufigkeiten der klonalen Analyse Uber die Klonierung der
pol-Fragmente mittels Gibson Assembly mit anschlieRender Sanger-Sequenzie-
rung der pol-Klone (siehe 3.3) bestimmt. Die prozentualen Haufigkeiten wurden
ebenfalls durch Next-Generation Sequencing der pol-PCR-Produkte mittels der

lllumina MySeq Technologie ermittelt und verglichen.

3.4.1 Quantifizierung der resistenten Varianten innerhalb einer

HIV-Quasispezies

Die Resistenzprofile fur alle zehn Proben konnten sowohl mittels der Sanger-Se-
quenzierung der pol-Klone, als auch mittels ultratiefer Sequenzierung mittels lllu-
mina MySeq Technologie (NGS) ermittelt werden. Ein Uberblick tber die Resis-
tenzprofile der verschiedenen Virusvarianten im Vergleich zwischen der Klonie-
rung und NGS zeigt die Tabelle 13.
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Tabelle 13: Vergleich der prozentualen Haufigkeit der detektierten Resistenzmutation
iiber klonale Sequenzierung (CBS) vs. NGS

Die Farbmarkierung zeigt die prozentuale Abweichung der Resistenzmutationen zwischen klo-
naler Resistenzanalyse und Resistenzanalyse mittels NGS: griin: hohe Ubereinstimmung 0 - 5
%, orange: geringe Abweichung > 5 - 15 % und rot: hohe Abweichung > 15 %.

D16-29425 D16-39779 D16-47791 D16-53554 5068 5150 8954 12415 14727 16157
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Zur Bewertung der Ubereinstimmungen und Abweichungen der prozentualen
Haufigkeiten der Resistenzmutationen zwischen klonaler Sequenzierung und
NGS wurde in einer weiteren Auswertung eine Pearson-Korrelation der beiden
Methoden fur jede Probe erstellt (Abbildung 23). Der Cut-off bei Abweichungen

wurde bei > 5 % gewahlt, da Abweichungen unter einem Wert von < 5 % als
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technische und methodische Schwankungen gewertet werden, die sich aufgrund
von diversen Ursachen erklaren lassen (niedrige Anzahl an Proben, Fehler der
Tag-Polymerase, Primer, Amplifikationsbias, etc.).
Die Abbildung 23 zeigt die Pearson-Korrelation fur die zehn untersuchten Pro-
ben. Fur jede Probe wurde eine Pearson-Korrelationskoeffizienten-Gerade ein-
gezeichnet, auf der die Punkte bei einer vollstandigen Ubereinstimmung der Ver-
fahren liegen.
Die Korrelation zeigte bei 8 von 10 Proben eine hochsignifikante Korrelation zwi-
schen den Resistenzmutationen der klonalen Sequenzanalyse und NGS,
p < 0,0001 (a = 0,05). Der lineare Zusammenhang zeigte bei diesen Proben mit
einem Korrelationskoeffizienten von > r = 0,84 eine hohe Korrelation. Die multip-
len Determinationskoeffizienten r? zeigten dabei eine hohe Varianzaufklarung
(r?> 0,70). In 7 von 10 Proben lag der Anteil der Variation der Mutationen, die
sowohl in der klonalen Sequenzanalyse, als auch in NGS detektiert werden konn-
ten, bei > 96 %.
Im Folgenden werden die Ergebnisse fir die Proben mit abweichenden Korrela-
tionen naher erlautert.
Die Korrelation fur Probe D16-39779 zeigte eine signifikante Korrelation zwi-
schen den detektierten Resistenzmutationen in beiden Untersuchungen,
p < 0,0395. Der lineare Zusammenhang zeigte mit einem Korrelationskoeffizien-
ten von r = 0,7307 eine mittlere Korrelation. Der multiple Determinationskoeffi-
zient r> = 0,56339 zeigte eine mittlere Varianzaufklarung, 53,4 % der Mutationen
von Probe D16-39779 wurden sowohl in der klonalen Sequenzanalyse als auch
in NGS detektiert.
Die Korrelation fur Probe 5068 zeigte keine signifikante Korrelation zwischen den
Resistenzmutationen der klonalen Sequenzanalyse und NGS, p < 0,5660. Der
lineare Zusammenhang zeigte mit einem Korrelationskoeffizienten von

= -0,1450 eine negative Korrelation, Mutationen die mit der klonalen Se-
quenzanalyse haufiger detektiert werden, werden in NGS seltener detektiert und
umgekehrt. Der multiple Determinationskoeffizient r> = 0,02102 zeigt eine unzu-
reichende Varianzaufklarung, nur 2,1 % der Mutationen von Probe 5068 werden

in der klonalen Sequenzanalyse und in NGS gleich haufig detektiert.
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Im Folgenden werden die prozentualen Abweichungen der Mutationen zwischen
der klonalen Sequenzanalyse und NGS naher erlautert. Dabei wurde eine Ab-
weichung von 0 - 5 % als eine hohe Ubereinstimmung eingestuft, eine Abwei-
chung von 5 - 15 % als geringe Abweichung und eine Abweichung von > 15 %

als eine hohe Abweichung (Tabelle 13).

Mutationen mit hoher Ubereinstimmung (Abweichung 0-5%)

Eine hohe prozentuale Ubereinstimmung der Resistenzmutationen zwischen den
Verfahren zeigte sich in der PR bei den Mutanten 30N, 32I, 33F, 46l, 46L, 47V,
50V, 53L, 54L, 54T, 54V, 73C, 73S, 76V, 82A, 84V, 88D, 88S und 90M. Insge-
samt zeigten in der PR 80,43 % der DRMs eine hohe Ubereinstimmung zwischen
NGS und CBS.

In der RT wurde eine hohe prozentuale Ubereinstimmung zwischen den Verfah-
ren bei den Resistenzmutationen 41L, 62V, 65R, 67G, 67N, 69D, 70E, 70R, 74V,
75A, 751, 75M, 98G, 101E, 103S, 103N, 108I, 115F, 148V, 179F, 181C, 184,
184V, 188H, 188L, 190A, 190E, 190S, 210W, 215A, 215C, 215F, 215Y, 219E,
219R, 219Q, 227L, 238N und 238T nachgewiesen. Die DRMs der RT zeigten in
91,86 % der Falle eine hohe Ubereinstimmung zwischen NGS und CBS.

In der IN wurde eine hohe prozentuale Ubereinstimmung zwischen den Verfah-
ren bei den Resistenzmutationen 92Q, 97A, 121Y, 138K, 140S, 143R, 147G,
148H, 148R, 155H, 157Q und 163R nachgewiesen. Die DRMs der IN zeigten in
83,33 % der Falle eine hohe Ubereinstimmung zwischen NGS und CBS.

Mutationen mit geringen Detektionsabweichungen (5-15 % Abweichung)

Eine geringe prozentuale Abweichung der Resistenzmutationen zwischen den
Verfahren zeigt sich in der PR in 17,4 % der Falle. Die Mutanten 32| (Probe
D16-29425), 461 (Probe 16157), 54L und 76V (Probe 12415), 82F und 82S
(Probe 5150), 88S (Probe D16-29425) und 90M (Probe 12415) wiesen eine ge-
ringe prozentuale Abweichung auf.

In der RT wurde eine geringe prozentuale Abweichung bei 4,7 % der Falle zwi-
schen den Verfahren nachgewiesen, dazu zahlten die Resistenzmutationen 62V
(Probe D16-47791), 77L (Probe D16-39779, 8954) und 184V (Probe
D16-29425).
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In der IN wurde eine geringe prozentuale Abweichung bei 13,3 % der Falle zwi-
schen den Verfahren nachgewiesen, dazu zahlten die Resistenzmutationen 74M
(Probe 5150), 138A (Probe 12415) und 157Q (Probe D16-39779).

Mutationen mit hohen Detektionsabweichungen (>15% Abweichung)

Eine hohe prozentuale Abweichung der Resistenzmutationen zwischen den Ver-
fahren zeigt sich in der PR mit der Mutante 65R (Probe D16-39779) in 2,2 % der
Falle.

In der RT zeigten 3,5 % der Falle eine hohe prozentuale Abweichung zwischen
den Verfahren, dazu zahlten die Mutanten 65R (Probe D16-39779), sowie 70R
und 190A (Probe D16-29425). Die Mutante 33F in der RT (Probe 14727) zeigte
ebenfalls eine hohe prozentuale Abweichung, dabei wurde die Mutante aus-
schlieRlich mittels Klonierung nachgewiesen(100 %).

In der IN wurde eine hohe prozentuale Abweichung in 3,3 % der Falle zwischen
den Verfahren nachgewiesen, dies war bei der Resistenzmutation 74M (Probe
D16-53554) der Fall.
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Abbildung 23: Pearson Korrelation der Resistenzmutationen aller Proben detektiert liber
NGS und klonale Analyse
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Abbildung 24: Pearson Korrelation der Resistenzmutationen aller Klone

Die Korrelation fur die Gesamtzahl der analysierten Proben zeigte eine hochsig-
nifikante Korrelation zwischen den detektierten Resistenzmutationen der klona-
len Sequenzanalyse und NGS, p < 0,0001 (Abbildung 24). Der lineare Zusam-
menhang zeigte mit einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,9577 eine hohe
Korrelation. Der multiple Determinationskoeffizient r> = 0,9172 zeigte eine hohe
Varianzaufklarung, 91,7 % der Mutationen aller Proben werden sowohl in der
klonalen Sequenzanalyse als auch mit NGS gleich haufig detektiert.

Wie sich bereits in der Pearson-Korrelation zeigte, lagen sehr hohe Ubereinstim-
mungen zwischen der klonalen Sequenzanalyse und dem NGS vor. Von insge-
samt 75 Resistenzmutationen konnte in 163 Fallen eine Resistenz detektiert wer-
den. Davon wurde in 162 Fallen eine Resistenz mittels klonaler Sequenzanalyse
(99,4 %) und in 153 Fallen mittels NGS (93,9 %) detektiert.

Die untersuchten Methoden zeigten in 87 % eine hohe Ubereinstimmung.
Insgesamt konnten auffallige Unterschiede in den Detektionshaufigkeiten
(> 15 %) nurin 3 % der Falle nachgewiesen werden. Dabei gab es sowohl Muta-
tionen, die vermehrt mittels klonaler Sequenzanalyse (33F, 65R, 70R, 190A) und
solche, die vermehrt mittel NGS nachgewiesen werden konnten (74M) (Tabelle
14).
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Tabelle 14: Ubersichtstabelle der diskrepanten Mutationshiufigkeiten zwischen Clone-ba-
sed Sequencing (CBS) und Next-Generation Sequencing (NGS)

Sensitivitit CBSSNGS Sensitivitit NGS>CBS
Mutationen|Klonierung |NGS Mutationen|Klonierung |NGS
32l I 6,7% %] 76v | 93,3% ! 98,9%
3F | 100%) 0% 82F | 93,0%| 98,6%
o 461 | 100%)[ 92,2%|  90M 0%|l] 8,8%
& sab [ 267%F ]  21,5%
82s | 6,0%| 0,7%
885 ﬂ 10,0% 1,1%
62v |l 6,7% 0% 771 | 93,3% |l 98,7%
65R | 93,3% 03%| 18av | 63,3%| 68,7%
& 70R [0 | 367%[ | 169%
770 |l 6,7% 0,6%
190A | 80,0% 61,7%
92Q 73/3% 64,8% 7am I | 43,0% 66,1%
z 138 |k 57,0%|L | 40,1% I 87,0%|0 94,2%
157 [ 100%l ] 22,3%

In der durchgeflhrten Analyse wurden vereinzelt Mutationen ausschlie3lich mit-
tels Sanger detektiert. Dieses Phanomen ist vermutlich durch Virusvarianten be-
dingt, die wahrend der Replikation entstehen oder auf technische Artefakte zu-
rickzufihren sind. Dies wurde auch bereits in anderen Untersuchungen beo-
bachtet [72]. Die Mutationen 238N und 238T in der IN konnten ausschliel3lich in
der klonalen Sequenzanalyse nachgewiesen werden (je 3,3%), (Probe
D16-53554).

Alle weiteren Mutationen, die bei einzelnen Proben ausschlief3lich in der klonalen
Sequenzanalyse und nicht mittels NGS detektiert wurden, waren die Mutationen
321 (6,7 %), 33F (100 %), 47V (3,3 %), 53L (3,3 %), 88S (3,3 %) in der PR und
62V (6,7 %), 65R (3,3 %), 67G (3,3 %) in der RT.

Diese Mutationen wurden bei den anderen Vergleichsproben jedoch auch erfolg-
reich mittels NGS detektiert. In der IN konnten keine Mutationen detektiert wer-
den, die ausschlieRlich mit einem der beiden Verfahren detektiert wurden.
Mittels NGS konnte die Mutation 90M in der PR bei einer Probe (12415) nachge-
wiesen werden (8,8 %), dieselbe Mutation konnte in der gleichen Probe mittels
klonaler Sequenzanalyse nicht nachgewiesen werden. Ein Nachweis der glei-

chen Mutation in weiteren Proben war jedoch mit beiden Methoden maoglich.
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In den Versuchen wurde bis auf die Mutation 90M in der PR (8,8 %) keine weitere
Mutation ermittelt, die ausschlieBlich mittels NGS detektiert wurde.

Die Mutation 115F in der RT (D16-29425) wurde mittels NGS haufiger nachge-
wiesen (4,5 %). Die Mutation 74M in der IN wurde in zwei Proben (D16-53554,
5150) mittels NGS prozentual haufiger nachgewiesen, als mittels klonaler Se-
quenzanalyse (94,2 % versus 87 % bei 5150, 66,1 % versus 43 % bei
D16-53554).

3.4.2 Analyse der Koexistenz von Resistenzmutationen in verschie-

denen Genregionen einzelner Virusvarianten

Mit dem in dieser Arbeit etabliertem PCR-Protokoll ist es erstmals moglich, das
pol-Gen als Ganzes zu amplifizieren. Der Vorteil eines grolten pol PCR-Produk-
tes besteht darin, dass die Verteilung der Mutationen auf den einzelnen Genab-
schnitten fur die jeweilige Virusvariante untersucht werden konnten.

Die in dieser Arbeit prasentierten Daten zeigen, dass die mittels NGS oder CBS
ermittelten prozentualen Haufigkeiten der detektierten Mutationen, die prozentu-
ale Haufigkeit der Mutationen in der Quasispezies widerspiegelt. Dies liefert die
Moglichkeit, sowohl die Mutationen fur jede einzelne Virusvariante, als auch die
Haufigkeit der verschieden resistenten Virusvarianten innerhalb der Quasispe-
zies zur ermitteln.

Fir die Probe D16-29425 konnten in der RT Region die Mutationen 181C und
219E zu jeweils 98 % bzw. 99 % der amplifizierten PCR-Produkte mittels NGS
nachgewiesen werden, wohingegen die 184l nur zu 30 % detektiert wurde. Auf
der zugehdrigen Integrase Region wiesen auch nur 32 % der Virusvarianten die
Mutation 155H auf. Daraus lasst sich ableiten, dass die Virusvarianten mit 181C
und 219E nur in circa 30 % auch die Mutation 184l in der RT und die 155H in der
Integrase selektiert haben.

Auch die Virusvarianten der Proben D16-53554 und D16-39779 zeigten die Se-
lektion von unterschiedlichen Resistenzprofilen. Wahrend in der Probe
D16-53554 in der RT Region die Mutationen 69D und 184V zu jeweils 99 % mit-
tels NGS nachgewiesen werden konnten, trugen diese Varianten die IN Mutation
74M nur zu 66 %. Die Probe D16-39779 zeigte sogar innerhalb der IN Genregion
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unterschiedliche Selektionsprofile. Sowohl die Mutationen 62V, 65R, 751 in der
RT, als auch die Mutation 97A in der IN wurden in Uber 99 % der Varianten nach-
gewiesen, wohingegen die IN Mutation 157Q nur in 22 % der Varianten nach-
weisbar war.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten ermoglichen es somit, aufgrund der Ampli-
fikation und der ultratiefen Sequenzierung der vollstandigen pol PCR-Genregion,
die Koexistenz von Resistenzmutationen in verschiedenen Genregionen einzel-

ner Virusvarianten innerhalb der Quasispezies zu analysieren.
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4 DISKUSSION

In dieser Arbeit wurde ein Ansatz zur Optimierung der Amplifikationsmethode des
kompletten HIV-1 pol-Gens untersucht. Insbesondere das Vorkommen von Arz-
neimittelresistenzen, durch Mutationen von HIV-1 beim Menschen, macht es er-
forderlich die Amplifikationsmethoden flr HIV-1 zu verbessern. Dies ist notwen-
dig, um sowohl die antiretrovirale Therapie optimieren zu kdnnen, als auch die
Untersuchung der Koevolutionen von HIV-1 Mutationen zu erleichtern [73].
Dabei wurde in dieser Arbeit das Ziel verfolgt, Mutationen der Integrase Genre-
gion in einem PCR-Ansatz mitzubestimmen, da die aktuellen Therapieempfeh-
lungen der HIV Therapie auch Integrase-Inhibitoren (INIs) als Bestandteil der
First-Line Therapie beinhalten. Die INIs stellen starke Kombinationspartner mit
einer breiten Wirkung gegen multiresistente HIV-1 Stamme dar, aufgrund dieser
Eigenschaften wird eine steigende Anzahl an Patienten mit INIs behandelt [74,
75].

Der erste Teil der Arbeit beinhaltete die Optimierung und Anwendung eines
neuen PCR-basierten Protokolls, um fur die breite Spanne der unterschiedlichen
HIV-1 Subtypen das HIV-1 pol-Gen als Ganzes zu amplifizieren.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde verglichen, inwiefern sich die HIV-Quasispezies
anhand der via NGS ermittelten prozentualen Haufigkeit von Resistenzmutatio-
nen, im Vergleich zum Goldstandart der klonalen Resistenzanalyse, widerspie-
geln. Dazu wurden die Resistenzprofile von zehn ausgewahlten HIV-1 B-Subty-
pen sowohl durch Klonierung der pol-Fragmente mit anschlieliender Sanger-Se-
quenzierung, als auch durch NGS mittels der lllumina MySeq Technologie ana-

lysiert.

4.1 Optimierung der Amplifikationsmethode des HIV-1 pol-Gens

Die Analyse von Resistenz-assoziierten Mutationen erfolgt routinemafig Uber die
Sequenzierung der fir die Therapie relevanten Regionen des HIV Genoms.
Diese sind insbesondere verschiedene Regionen des HIV pol-Gens, welche fir
die HIV Enzyme Reverse Transkriptase (RT), Protease (PR) und Integrase (IN)

codieren. Im Falle der HIV-1 pol-Region werden derzeit in der klinischen Praxis
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die benachbarten Sequenzen fur Protease und Reverse Transkriptase gemein-
sam amplifiziert und anschlieRend sequenziert, wahrend die 3' gelegene In-
tegrase Region gesondert davon analysiert wird [74, 76-79].

In friheren Arbeiten am Institut flr Virologie in Dusseldorf, konnte bereits eine
Amplifikation des gesamten HIV-1 pol-Fragments bei HIV-1 Zellkulturiberstan-
den etabliert werden (Ebner et al.).

Die PCR-Amplifikation der HIV pol-Genregion ist mit mehreren Herausforderun-
gen verbunden, zum einen bedingt durch die Diversitat der Genomsequenzen
unterschiedlicher viraler Quasispezies bei infizierten Patienten und zum anderen
aufgrund der zahlreichen HIV-1 Subtypen. Aus diesem Grund sind PCR-Proto-
kolle, die die HIV-1 pol-Genregion subtypunabhangig amplifizieren von zentraler
Bedeutung [80, 81]. Eine weitere Herausforderung flr die Amplifikation stellt Pro-
benmaterial mit einer geringen Menge an viralem Genom dar, dies ist bei Patien-
ten mit einer Low-Level-Viramie (LLV) der Fall [82].

In der vorliegenden Arbeit sollte durch die Optimierung des Amplifikationsverfah-
rens die pol-PCR ausreichend stabilisiert werden, um auch eine vollstandige
Amplifikation des HIV-1 pol-Fragments bei Patientenproben mit niedrigen Virus-
lasten zu ermdglichen. In bisherigen Arbeiten wurden bereits Protokolle zur Amp-
lifikation von HIV-1 bei niedrigen Viruslasten beschrieben, allerdings zeichneten
sich diese Protokolle durch geringe Produktmenge, unzureichende Reproduzier-
barkeit aufgrund fehlender technischer Details, schlechte subtypenunabhangige
Anwendbarkeit oder begrenzte Sensitivitat aus [83-86].

Vielversprechende Ansatze zur Amplifikation bei LLV Patientenproben be-
schrankte sich auf die PRRT Genregion, sodass die IN Region des pol-Gens
nicht mit amplifiziert wurde [87].

Um die Entwicklung eines subtypunabhangigen Protokolls zu ermdglichen, wur-
den wesentliche Parameter der PCR variiert. Dazu zahlen die optimale RT-Tem-
peratur, ein Touch-Down in der PCR und eine RNA-Prainkubation.

Begrenzt auf diese Modifikationsparameter konnte bei den B-Subtypen gezeigt
werden, dass die RNA-Prainkubation in Kombination mit dem Verzicht auf einen
Touch-Down, einen wesentlichen Anteil daran hat, die pol-PCR zu stabilisieren
und spezifische Produkte zu generieren. Die RT-Temperatur hat dabei einen se-
kundaren Stellenwert. Die Ergebnisse bei parallelen Ansatzen deuten darauf hin,

dass eine RT bei 50°C gegenuber einer RT bei 60°C zu bevorzugen ist. Dies wird
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auch durch Daten aus friheren Arbeiten bestatigt, in denen eine niedrigere RT-
Temperatur ein besseres ,,Outcome” begunstigte [88].

Da das zu amplifizierende pol-Fragment mit einer Lange von ca. 3kb sehr grof3
ist, wurde vermutet, dass ein GrofRteil der unspezifischen PCR Produkte durch
eine fehlerhafte Amplifikation bedingt ist. Im Rahmen von Analysen der unspezi-
fischen PCR-Produkte wurden diese mittels Sanger-Sequenzierung untersucht.
Es zeigte sich hierbei, dass es sich nicht um eine unspezifische Primerbindung
handelte, sondern um eine Deletion im PCR-Produkt, welche durch RNA-Sekun-
darstrukturen bzw. sterische Hindernisse der Polymerase wahrend des Amplifi-
kationsprozesses zu erklaren ist.

Auch unter Anwendung des optimierten PCR-Protokolls mit einer RT von 50°C,
ohne Touch Down und mit RNA-Prainkubation bei den B-Subtypen konnte nicht
verhindert werden, dass unspezifische PCR-Produkte amplifiziert wurden. Dies
deutete darauf hin, dass auch das modifizierte Protokoll nicht ausreichend war,
um eine Stabilitdt der PCR zu gewabhrleisten.

Bei der Anwendung des modifizierten Protokolls konnte nur bei 8 von 11 Sub-
typ B Proben ein spezifisches PCR Produkt amplifiziert werden. Bei zwei Proben
konnte hingegen kein Produkt und bei einer Probe nur ein unspezifisches Produkt
amplifiziert werden. Dies kdnnte daran liegen, dass die Primer-Bindung aufgrund
von RNA-Sekundarstrukturen (z.B. Loops) oder sterischen Hindernissen unter-
bunden wird. Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, dass die Viruslast der Pro-
ben zu niedrig war, um unter den angewendeten Bedingungen ein PCR-Produkt
von 3kb zu amplifizieren.

Nachdem bereits bei HIV-1 B-Subtypen, bedingt durch die Modifikation der un-
terschiedlichen PCR-Parameter, eine deutliche Verbesserung der Spezifitat er-
zielt werden konnte, wurde die Anwendbarkeit fur Non-B-Subtypen gepruft. Bei
den Versuchen stellte sich heraus, dass die Non-B-Subtypen bezogen auf die
PCR-Bedingungen sehr heterogen reagierten. Diese Eigenschaft der
Non-B-Subtypen wurde in friiheren Arbeiten bereits gezeigt [41, 89]. Weitere Un-
tersuchungen zeigten ebenfalls, dass die Amplifikation von Non-B-Subtypen mit-
tels der etablierten Methoden im Gegensatz zu B-Subtypen schlechtere Ergeb-
nisse liefern. In diesen Arbeiten wurde unter anderem der Ansatz verfolgt zahl-
reiche Primer zu verwenden, um die subtypspezifischen Gensequenzen amplifi-

zieren zu kdnnen [86, 90, 91].
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die verwendeten Primer
eine gute Bindung erzielten. Das Problem stellten insbesondere die unspezifi-
schen Produkte dar, dabei konnte die Ursache hierfur nicht auf die Primerbindung
zurtckgefuhrt werden. Es zeigte sich in dieser Arbeit, dass das PCR-Protokoll fir
die pol-Amplifikation von HIV-1 Non-B-Subtypen bei einer RT von 50°C und einer
RNA-Prainkubation die besten Ergebnisse erzeugte. Im Gegensatz zu den
B-Subtypen zeigte die Anwendung eines Touch-Downs eine deutliche Verbesse-
rung der Produktspezifitat. Da die pol-Amplifikation jedoch ohne Touch-Down die
beste Spezifitat zeigte, zielte die weitere Untersuchung darauf ab, ein stabiles
und einheitliches Protokoll fir B und Non-B-Subtypen zu entwickeln.

Da bei den Non-B-Subtypen unter den modifizierten Bedingungen flir alle Proben
keine ausreichende Spezifitat erzielt werden konnte, wurde ein moglicher Stabi-
lisator fur die Amplifikation eingesetzt. In einer frGheren Arbeit wurde fur die PCR
des Murinen Leukadmievirus (MMLV) durch Zugabe von T4gp32 in die Re-
verse-Transkriptionsreaktion eine Verbesserung der Sensitivitdt und Spezifitat
erreicht [71]. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Anwendung von
T4gp32 als Stabilisator der pol-PCR von HIV-1 untersucht. Dabei konnte in dieser
Arbeit erstmals der positive Effekt von T4gp32 sowohl auf die Amplifikation von
HIV-1 B-Subtypen, als auch auf die Amplifikation von HIV-1 Non-B-Subtypen
nachgewiesen werden. In Kombination mit dem in dieser Arbeit optimierten pol-
PCR-Protokoll ermoglichte die Anwendung von T4gp32 die Stabilisierung der
RNA wahrend der pol-PCR und dadurch eine erhdhte Produktspezifitat, wodurch
ein einheitliches PCR-Protokoll fir B- und Non-B-Subtypen etabliert werden
konnte. Die spezifischen Produkte konnten sowohl subtypunabhangig, als auch

bei niedrigen Viruslasten erzeugt werden.

4.2 Moglichkeiten der Resistenzanalyse

Die genotypische Resistenzanalyse zur Erkennung von DRMs stellt einen we-
sentlichen Aspekt dar, um die Wirksamkeit der antiretroviralen Therapie dauer-
haft zu gewahrleisten. Die Quantifizierung von resistenten Virusvarianten ist in
den vergangenen Jahren zu einem der wichtigsten Faktoren der Patientenver-

sorgung geworden [92], um u.a. die antiretroviralen Medikamente auszuwahlen.
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Die Kontrolle der Virusvarianten auf das Vorliegen von Resistenzmutationen zur
Anpassung der antiretroviralen Therapie verbessert nachweislich die Lebensqua-
litdt von Patienten [93]. Seit 2013 hat sich NGS in der Routinediagnostik bewahrt.
Das Verfahren ermdéglicht es, die prozentuale Verteilung von Mutationen der ver-
schiedenen Virusvarianten zu untersuchen. In dieser Arbeit sollte die Anwend-
barkeit des NGS Verfahrens zum Nachweis von genotypischen Resistenzanaly-
sen dahingehend untersucht werden, ob die detektierten Mutationen die Vertei-
lung innerhalb der Quasispezies abbilden. Dazu wurde die Verteilung von DRMs
durch NGS bestimmt und mit der Verteilung verglichen, welche durch klonale

Sequenzanalyse (CBS) ermittelt wurde.

4.2.1 Resistenzanalyse durch CBS

Far die Quantifizierung von resistenten Virusvarianten wurde in der Vergangen-
heit in groRem Umfang die Klonierung von PCR-Produkten mit anschlielRender
Sanger-Sequenzierung durchgefihrt. Das Verfahren wurde insbesondere zur
Bestimmung der Vielfalt der viralen Quasispezies genutzt [94].

Auf der einen Seite ist diese Methode hochgradig reproduzierbar und interpre-
tierbar, sowie in Forschung und Klinik etabliert [95], auf der anderen Seite ist sie

jedoch zeitaufwendig, arbeitsintensiv und kostspielig.

4.2.2 Resistenzanalyse durch NGS

Die Next-Generation Sequencing Technologien haben sich in den letzten Jahren
rasant weiterentwickelt, welches auch unmittelbare Auswirkungen auf die Durch-
fuhrung von etablierten Laboranalyseprotokollen hatte [96]. NGS ist wie die San-
ger-Sequenzierung stabil, liefert aber zusatzliche Daten Uber niederfrequente
HIV-resistente Virusvarianten [97, 98]. Die verstarkte Anwendung von NGS zur
Detektion von DRMs bei HIV-1 in Forschung und Kilinik lasst sich auch auf gerin-
gere Kosten zurtckfihren [93]. NGS hat als Sequenzierungsmethode der ,zwei-
ten Generation“ die Sanger-Sequenzierung als primare Methodik in der For-

schung zur Identifizierung und Charakterisierung von Genen bereits in zahlrei-
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chen Fallen abgeldst [92, 99-101]. NGS zeigte in bisherigen Arbeiten vielverspre-
chende Ergebnisse fur Resistenzanalysen und die Identifizierung von minoren

(niederfrequenten) Varianten [102, 103].

4.2.3 Analyse und Vergleich CBS und NGS

In der vorliegenden Arbeit sollte die Quantifizierung von resistenten Virusvarian-
ten innerhalb einer Quasispezies durch Analyse mittels CBS und NGS verglichen
werden. Die vorliegenden Ergebnisse zeigten Uberzeugend, dass die beiden Ver-
fahren ein hohes MalRk an Ubereinstimmung liefern, um die Resistenzprofile der
zehn untersuchten Proben nachzuweisen. Die untersuchten Methoden zeigten in
87 % (PR 80,4 %, RT 91,9 %, IN 83,3 %) eine hohe Ubereinstimmung, wobei
Abweichungen unter einem Wert von 5 % als technische und methodische
Schwankungen gewertet wurden. Diese lassen sich durch unterschiedliche Fak-
toren erklaren, u. a. durch eine niedrige Anzahl an Proben oder Amplifikations-
fehler der Tag-Polymerase. Insgesamt konnten auffallige Unterschiede in den
Detektionshaufigkeiten (> 15 %) nur in 3 % der untersuchten Proben nachgewie-
sen werden. Dabei gab es sowohl Mutationen, die vermehrt mittels klonaler Se-
quenzanalyse (33F, 65R, 70R, 190A) und solche, die vermehrt mittel NGS nach-
gewiesen werden konnten (74M). Die festgestellten Unterschiede in den Detek-
tionshaufigkeiten der verschiedenen Verfahren konnten nicht auf eine Selektion
unterschiedlicher Virusvarianten zurtckgefuhrt werden und basieren daher ver-
mutlich auf Selektionsunterschieden der Methoden. Um die Ursache zu klaren
mussten jedoch weitere Viruspopulationen mit diesen Mutationsprofilen unter-
sucht werden.

FiUr die Gesamtzahl der analysierten Proben bestand eine hochsignifikante Kor-
relation zwischen den detektierten Resistenzmutationen. Dabei wurden 91,7 %
der Mutationen aller Proben sowohl in der klonalen Sequenzanalyse, als auch
mittels NGS detektiert.

Beiinsgesamt 9 von 10 Proben konnte eine signifikante Korrelation zwischen den
detektierten Resistenzmutationen in beiden Untersuchungen festgestellt werden
(p < 0,05), dabei zeigten 8 von 10 Proben eine hochsignifikante Korrelation der

zwei verschiedenen Untersuchungsmethoden (p < 0,001).
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Nur in einer Probe mit einer sehr geringen Anzahl an DRMs konnte keine signifi-
kante Korrelation zwischen den Resistenzmutationen der klonalen Sequenzana-
lyse und NGS gezeigt werden.

In dieser Arbeit wurden Proben aus der RESINA-Kohorte verwendet, von denen
durch Populationssequenzierung (nach Sanger) initial bereits ein Resistenzprofil
jeweils fur die PRRT und die IN Genregion erstellt worden ist. Durch die verglei-
chende Analyse der kompletten pol-Genregion konnten insgesamt 75 Resistenz-
mutationen nachgewiesen werden, 99,4 % der Mutationen mittels klonaler Se-
quenzanalyse und 93,9 % der Mutationen mittels NGS. Anhand der Pearson-Kor-
relation ergab sich, dass sehr hohe Ubereinstimmungen zwischen der klonalen
Sequenzanalyse und NGS vorliegen, die Wahrscheinlichkeiten der Co-Vari-
anzanalyse spiegelten die prozentualen Haufigkeiten der Quasispezies wider.
Die Mehrheit der Mutationen, die nur in einem der beiden Verfahren nachgewie-
sen wurden, zeichneten sich dadurch aus, dass sie nur zu einem niedrigen pro-
zentualen Anteil innerhalb der Quasispezies vertreten waren (3,3 % bis 8,8 %).
Diese Beobachtung bestatigt, dass die Detektionswahrscheinlichkeit von mino-
ren Virusvarianten, welche nur einen Anteil von <10 % der Viruspopulation aus-
machen, auch bei sensitiven Nachweisverfahren deutlich reduziert ist (71, 103).
In einer vergleichbaren Studie von Dessilly et. al [72] wurden ebenfalls verein-
zelte DRMs beschrieben, die mit NGS nicht nachzuweisen waren. Bereits Poon
et al. [104] fanden in ihren Untersuchungen heraus, dass viele minore Varianten,
die auf einem Niveau zwischen 1 % und 5 % nachgewiesen wurden, in einer
vergleichenden Analyse nicht nachzuweisen waren. Ein Erklarungsansatz flir das
Auftreten dieser minoren resistenten Varianten in nur einem der beiden Verfah-
ren liegt darin, dass sie durch eine unvollstandige Abbildung der Virusvarianten
im Sinne eines Stichprobenfehlers bedingt sind [104]. Die HIV-1 Quasispezies ist
eine Mischung aus genetisch unterschiedlichen viralen Varianten, welche sich im
Rahmen der Virusvermehrung in einem Patienten entwickeln. Fur beide Verfah-
ren, die in dieser Arbeit verglichen wurden, ist zu berucksichtigen, dass die
Quasispezies bei der Sequenzierung via PCR einen Bias durch unterschiedlich
spezifische Primer-Bindung an einzelne Virusvarianten bedingen kénnen [105,
106].
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Eine weitere Limitation der PCR-basierten Sequenzanalyse ist die Verwendung
von Enzymen ohne Reparaturfunktion, sowohl bei der reversen Transkription als
auch bei der Amplifikation der Genprodukte, wodurch bei der PCR ebenfalls Se-
quenzfehler auftreten kdnnen [105].

Hochsensitive PCR-abhangige Sequenziertechniken wie NGS besitzen die Ei-
genschaft, auch eine hohe Rate an Falsch-Positiven DRMs zu erzeugen, dies gilt
insbesondere fur niederfrequente Varianten [105-108]. Somit besteht die Mdg-
lichkeit, dass die NGS Sequenzierfehlerrate, welche zwischen 0,05 % und 1 %
eingestuft wird, einen Einfluss auf Mutationen hat, die nur mit einem Verfahren
detektiert werden [107-111]. Die NGS Fehlerrate kann durch eine Wiederholung
der Sequenzierung mittels NGS erkannt werden, wenn die erneute Sequenzie-
rung die auffalligen resistenten niederfrequenten Varianten nicht mehr aufweist
[105]. Die Wiederholung von auffalligen Abweichungen, die nur mittels NGS de-
tektiert wurden, erfolgte in dieser Arbeit nicht. Daher ist nicht sicher auszuschlie-
Ben, ob minore resistente Varianten die nur mittels NGS detektiert wurden, auf-
grund technischer Fehler zu erklaren sind oder echte DRMs auf niedrigem Niveau
darstellen.

In der Arbeit von Varghese et al. [107] wurde die klonale Analyse verwendet, um
DRM von 1 % mittels NGS als falsch-positives Ergebnis einzustufen, sofern mit-
tels CBS kein Nachweis erbracht werden konnte. Die in dieser Arbeit nachgewie-
sene Mutation 90M in einer Probe wurde nur mittels NGS nachgewiesen (8,8 %
vs. 0 %). Sofern sie nicht als Falsch-Positives Ergebnis zu werten ist, stellt 90M
eine echte minore resistente Variante dar, die nur mittels NGS und nicht mittels
CBS nachgewiesen werden konnte. Die vorliegende Arbeit ergab, dass die klo-
nale Analyse die Mdglichkeit bieten kann, insbesondere solche Mutationen zu
verifizieren, die als minore resistente Varianten mittels NGS detektiert wurden.
Zur weiteren Verifizierung von abweichenden minoren resistenten Varianten be-
darf es weiterfihrender Arbeiten, die insbesondere die weitere Entwicklung der
HIV-1 Quasispezies des jeweiligen Patienten analysieren.

Neben den bereits erlduterten Faktoren konnte die gewahlte Anzahl an Klonen in
dieser Arbeit als methodische Ursache einen weiteren Erklarungsansatz fur das
Vorkommen von hohen Abweichungen zwischen den Verfahren darstellen. Aus
dem gewahlten Patientenkollektiv wurden 300 Klone (je Probe a 30 Klone) ge-
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wahlt, um die Quasispezies fur jede Probe abzubilden. Diese methodische Ein-
schrankung ist insbesondere bei den Mutationen die prozentual haufiger mittels
Klonierung als mittels NGS nachgewiesen wurden, kritisch zu betrachten und
stellt eine naheliegende Ursache fir die ermittelten Abweichungen dar. Es ist
davon auszugehen, dass bei einer grolReren Anzahl an Klonen, die Detektions-
haufigkeiten von CBS naher an den Detektionshaufigkeiten von NGS liegen wur-
den, wovon insbesondere die mittelgradigen Abweichungen betroffen waren (z.B.
54L, 82S, 88S, 70R, 92Q). Bei diesem Aspekt ist hervorzuheben, dass die ge-
wahlte Anzahl an Klonen mit 30 Klonen fur jeden Patienten einen grof3en labor-
technischen Aufwand bedeutet, jedoch spiegelt sich dies auch in den Uberzeu-
genden Klonierungsergebnissen wider. Hinzu kommt, dass die aus dem Patien-
tenkollektiv ausgewahlten B-Subtyp Proben, sowohl DRMs in der PRRT-Region,
als auch in der IN-Region aufweisen sollten, um mogliche Selektionsunter-
schiede anhand der Mutationsprofile zu untersuchen.

Das Verfahren der klassischen Sanger-Populationssequenzierung detektiert Re-
sistenzmutationen mit einer Sensitivitat von 15 - 20 % [95, 112]. Daraus lasst sich
jedoch kein Nachweis Uber die prozentuale Verteilung der resistenten Virusvari-
anten in der Quasispezies ableiten. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass
die in NGS und CBS ermittelten DRMs die Anzahl und die Verteilung der resis-
tenten Virusvarianten in der Quasispezies sensitiver und spezifischer darstellen,
als die klassische Populationssequenzierung. Von besonderem Interesse sind
dabei detektierte minore Varianten, die nicht in der klassischen Sanger-Populati-
onssequenzierung detektiert werden, jedoch mit Medikamenten assoziierten Re-
sistenzen und klinischem Therapieversagen verbunden sind. Beispielsweise ist
die Mutation 181C die am haufigsten nachgewiesene Mutation, die mit einer
NNRTI-Resistenz nach virologischem Versagen verbunden ist [113]. In dieser
Arbeit konnte die 181C Mutation als minore Variante bei Probe 5150 sowohl mit-
tels NGS, als auch mittels CBS nachgewiesen werden, jedoch nicht mit der klas-
sischen Sanger-Populationssequenzierung. Insbesondere aus diesen Mutatio-
nen die aufgrund der eingeschrankten Sensitivitat der Sanger-Populationsse-
quenzierung nicht erfasst werden, lassen sich fur die behandelten Patienten

maogliche klinische Therapieentscheidungen ableiten.
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Die vorliegenden Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung von NGS zum Nach-
weis von DRMs im HIV-1 pol-Gen. Die NGS Methoden stellen ultrasensitive und
hocheffiziente Verfahren dar, um DRMs zu detektieren. Die Ergebnisse von NGS
sind mit denen der klonale Sequenzanalyse vergleichbar, es kann somit bestatigt
werden, dass NGS eine schnelle und sensitive Methode darstellt, welche sowonhl
die Heterogenitat der HIV-1 Quasispezies widerspiegelt und zudem die Detektion

von minoren resistente Virusvarianten ermoglicht [72, 101].

4.3 Untersuchung der Koevolution von Resistenzmutationen

Die Analyse der Koevolution von Resistenzmutationen stellt ein wichtiges Ziel der
HIV-1 Grundlagenforschung dar. Die Anpassungsfahigkeit des HI-Virus wird be-
dingt durch die Replikationsrate, die Viruslast, die virale Fitness und die geneti-
sche Heterogenitat der Quasispezies, dabei werden die hier genannten Parame-
ter durch eine heterogene Quasispezies positiv beeinflusst [114]. Die Evolution
der Quasispezies wird bedingt durch hohe Mutationsraten wahrend der Virusrep-
likation und in einigen Fallen auch durch molekulare Rekombination und Um-
strukturierung des Genomsegments [114]. Der medikamentenbedingte Selekti-
onsdruck einer HIV-1 Therapie bedingt die Koevolution der DRMs auf den Gen-
abschnitten von pol (PR, RT, IN) [115, 116]. Die sequentiellen HIV-Therapien
bedingen die Entwicklung unterschiedlicher Selektionsmuster. Die Amplifikation
und Sequenzierung dieser drei Genregionen (PR, RT, IN) in einem grof3en Pro-
dukt bietet die Moglichkeit festzustellen, inwieweit diverse Mutationen auf den
gleichen Virusvarianten selektiert werden, welche die Wahl der antiretroviralen
Medikamente in einer Kombinationstherapie steuern kann. Die in dieser Arbeit
durch NGS ermittelten Daten, stellen eine spezifische Darstellung der Quasispe-
zies dar und stimmen in einem hohen Male mit denen durch die klonale Se-
quenzanalyse ermittelten Daten Uberein. Die Sequenzierverfahren zeigen mini-
male Unterschiede im Nachweis der Resistenzmutationen, die Verfahren sind je-
doch hinsichtlich der Sensitivitat in der Mutationsdetektion vergleichbar. Dadurch
ermdglichen sie zum einen die Analyse der Koevolution von Mutationen auf ein-

zelnen viralen Segmenten und zum anderen die Koevolution der Subpopulatio-
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nen innerhalb der Quasispezies. Wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, kdnnen auf-
grund der Verbindung von PRRT und IN bei der Amplifikation von pol im Ganzen
die verschiedenen Virusvarianten der Quasispezies hinsichtlich der Mutations-
verteilung auf den einzelnen Virusvarianten innerhalb der Quasispezies unter-
sucht werden. Dass NGS zum Monitoring der Evolution von Quasispezies und
zur Bestimmung der Ubertragungsrichtung bei Patienten genutzt werden kann,
belegen auch Ergebnisse von Yu et al. [117]. Die Ergebnisse in dieser Arbeit
bestatigen Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Yu et al., dass sowohl die
mit CBS, als auch die mit NGS ermittelten Mutationen die Quasispezies abbilden
und die Mdglichkeit bieten, die Koevolution innerhalb der Quasispezies zu ana-
lysieren. Dadurch kann die tatsachliche Resistenzsituation beurteilt werden, in-
dem eine Aussage getroffen werden kann, welche Resistenzmutationen auf glei-
chen Virusstammen selektiert wurden. Die Betrachtung der Koevolution bietet
eine Mdglichkeit, um eine individualisierte Therapieoptimierung vorzunehmen.

Aufgrund der Fokussierung in dieser Arbeit auf die Untersuchung der DRMs der
Quasispezies durch NGS, werden weitere, insbesondere longitudinale Untersu-
chungen bendtigt, um die Koexistenz und die Koevolution der Resistenzmutatio-

nen zu untersuchen.
4.4 Klinische Bedeutung der vorliegenden Arbeit

In dieser Arbeit konnte die Amplifikation des kompletten HIV-1 pol-Gens durch
Optimierung der bisherigen und klinisch etablierten PCR Verfahren erreicht wer-
den. Insbesondere eine spezifische Amplifikation des kompletten pol-Gens, be-
stehend aus den PRRT und IN Genen, wurde HIV-1 subtypenlbergreifend er-
moglicht. Dies wurde zum einen durch die Optimierung der PCR-Protokoll Para-
meter erreicht und zum anderen durch die erstmalige Verwendung von T4gp32
zur Stabilisierung der PCR. Das optimierte Protokoll stellt einen neu entwickelten
genotypischen HIV-1 Resistenztest dar, welcher es ermoglicht in der klinischen
Routine auch bei Patienten mit niedrigen HI-Viruslasten und unterschiedlichen
HIV-1 Subtypen HIV-1 pol als Ganzes zu amplifizieren. Das All-in-one pol-PCR
Protokoll bietet den Vorteil, dass sowohl die Arbeitszeit, als auch die Kosten re-
duziert werden. Daruber hinaus wird bei jeder All-in-one pol-PCR die IN mit ana-

lysiert und dadurch ein Resistenzprofil von der Integrase ohne zusatzliche Kosten
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erstellt. Neuzugelassene IN-Inhibitoren wie Dolutegravir und Lamivudin verstar-
ken die klinische Relevanz der Betrachtung des Resistenzprofils der Integrase
und werden auch zukunftig von besonderer Bedeutung sein.

Die Limitation dieser Arbeit besteht fir die Optimierung der pol-PCR in der ein-
geschrankten Diversitat an HIV-1 Subtypen. Das Protokoll wurde ausgehend von
B-Subtypen optimiert und dann auf die Non-B-Subtypen erweitert. Auch fur die
Untersuchung der Verteilung innerhalb der Quasispezies wurden B-Subtypen
verwendet. In weiteren Arbeiten sollten die Erkenntnisse auf eine grofiere Anzahl
an Non-B-Subtypen angewendet werden, dazu sollte auch die Bestimmung der
Verteilungshaufigkeiten der Quasispezies via NGS bei Non-B-Subtypen unter-
sucht werden. Die mit dem All-in-one pol-PCR-Protokoll amplifizierten Genab-
schnitte wurden mit den neuen NGS Verfahren auf die Verteilung der resistenten
Virusvarianten untersucht. Die Verteilungsdaten des CBS der gleichen pol-Pro-
dukte, zeigte signifikante Ubereinstimmung zwischen den prozentualen Haufig-
keiten in den jeweiligen Quasispezies und bestatigte die ermittelte Verteilung
durch NGS. Somit konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass NGS besonders
zeitsparend und gut geeignet ist, um die Haufigkeiten der resistenten Virusvari-
anten in der jeweiligen HIV-1 Quasispezies eines Patienten zu analysieren. Die
DRMs die in der klassischen Sanger-Populationssequenzierung aufgrund der
eingeschrankten Sensitivitat nicht detektiert wurden, konnten mittels NGS nach-
gewiesen werden. Diese konnen klinisch unmittelbaren Einfluss auf die Behand-
lung der jeweiligen Patienten haben, indem die jeweiligen Therapieschemata hin-
sichtlich der Resistenzen abgeglichen und ggf. angepasst werden. Retrospektiv
kann sich dann auch der Frage nach dem Einfluss der minoren resistenten Vari-
anten auf das Therapieansprechen gewidmet werden, welcher in zukulnftigen

Therapiestrategien berucksichtigt werden kann.
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