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EDITORIAL

Sehr geehrte Kolleginnen und Kollegen,
sehr geehrte Damen und Herren,

ich freue mich sehr, Ihnen die zweite Ausgabe des »Retroviren Bulletins« im Jahr
2025 aus dem Max von Pettenkofer-Institut der LMU Minchen prasentieren zu

dirfen.

Frau Dr. Franziska Arnold und PD Dr. Maximilian Muinchhoff untersuchten
zur Klarung zweier Falle mit HIV-Durchbruchsinfektionen unter Prdexpositions-
prophylaxe (PrEP) ein Transmissionscluster. Mithilfe phylogenetischer Analysen
wurde evaluiert, ob die beiden Falle zusammenhangen und moglicherweise die

Ubertragung einer PrEP-resistenten Variante vorliegt.

In eigener Sache berichtet Frau Dr. Natascha Grzimek-Koschewa Uber den
Umzug der diagnostischen Labore des Max von Pettenkofer-Instituts in einen
eigens errichteten Neubau auf dem Campus Grol3hadern in Minchen — ein Mei-
lenstein im Jahr 2025. Durch diesen neuen Standort bieten sich auch fur das Na-
tionale Referenzzentrum fur Retroviren weitere Synergien durch die Integration

virologischer Diagnostik und Forschung.

Frau Dr. Valeria Hackemann stellt eine vielversprechende Studie zu neuen
Ansatzen flr HIV-Heilungsstrategien vor. In dieser Arbeit wird gezeigt, dass
die Transfektion von HIV-tat-mRNA mittels Lipidnanopartikeln eine innovative

Methode zur Reversion der HIV-Latenz darstellt.

Mit den besten Winschen,

Ihr Professor Oliver T. Keppler
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IN EIGENER SACHE

Diagnostik-Neubau des Max von Pettenkofer-Instituts
auf dem Campus Grolshadern: Neuer Standort
fur das Nationale Referenzzentrum fur Retroviren

Der Sommer 2025 markiert einen bedeutenden Meilenstein fir das Max von Pettenkofer-Institut: Die mikro-
biologische und virologische Diagnostik ist in einen eigens errichteten Neubau in der MarchioninistraBe 54
auf dem Campus GroBhadern in Minchen umgezogen. Gleichzeitig hat das Nationale Referenzzentrum fir
Retroviren (NRZ Retroviren), das seit 2016 am Institut verortet ist, seinen Standort gewechselt. Aus der Blin-
delung beider diagnostischer Kompetenzen und aus den Synergien, die daraus erwachsen, entstand am Cam-
pus GroRhadern ein zukunftsfahiger Neubau, der modernste Strukturen integriert und die Diagnostikflachen

optimal in die unmittelbar benachbarten Forschungseinrichtungen einbindet.

https://www.mvp.uni-muenchen.de/diagnostik/referenzzentrum-retroviren/
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Synergien und Standortvorteile

m Nahe zu Forschungseinrichtungen und LMU Klinikum:

Der Neubau liegt mitten in einem lebendigen Forschungs- und
Klinikviertel und ermoglicht schnelle, direkte Abstimmung
sowie translationalen Wissensaustausch zwischen Diagnostik,
klinischer Versorgung und Forschung.

m NRZ Retroviren am neuen Standort: Das bisherige NRZ fir
Retroviren ist nahtlos integriert und profitiert von der engeren
Kooperation mit der virologischen Forschung und Diagnostik.
m  Optimierte Infrastruktur: Der Neubau wurde konzipiert, um
Diagnostikflachen, Laborraume, [T-gestiitzte Datenverwaltung
und Sicherheitsanforderungen gemaf aktueller Standards in
einer zukunftsorientierten Architektur zu vereinen.

m  Zukunftsfahige Therapiedurchfiihrung: Die enge \lerzahnung
von Diagnostik und retroviraler Therapie ermoglicht schnellere
Diagnostik-gestitzte Therapiestrategien und eine verbesserte
Patientenversorgung.

Zukunftsorientierte Strukturen

B Modernste Laborinfrastruktur: Hochmoderne Analyse-
systeme, sichere Laborumgebungen und erhohter Kapazitats-
rahmen flr steigende Fallzahlen.

W Integrative Forschung und Kliniknahe: Direkter Austausch
mit Klinik- und Forschungseinrichtungen fordert translationalen
Forschungsfortschritt und innovative Therapieverfahren.

m Langfristige Versorgungssicherheit: Der Neubau sorgt fir
effiziente Ablaufe, erhoht die Ausfallsicherheit und unterstuitzt
eine kontinuierliche, akkreditierte Diagnostikleistung.

Ausblick

m  Der neue Standort steht flr einen bedeutenden Schritt in der
medizinischen Forschung und Versorgung: Diagnostik und Retro-
viren-Behandlung gehen zukunftig noch optimaler Hand in Hand,
um patientenzentrierte Ergebnisse zu verbessern und die Zukunft
der Viruserkrankungsforschung aktiv mitzugestalten.

m  Weitere Informationen insbesondere zu unserer umfangrei-
chen retroviralen Spezial-Diagnostik, drztlichen Beratung und
Unterstltzung bei der Abklarung unklarer retroviraler Falle oder
einer eventuellen HIV-Transmission sowie der Offentlichkeitsarbeit
und nationalen Qualitatssicherung im Bereich der Diagnostik
finden Sie hier:

pp https://www.mvp.uni-muenchen.de/diagnostik/referenzzen-
trum-retroviren/

m Einen Uberblick zu unseren aktuellen Forschungsprojekten
finden Sie hier:
p) https://www.mvp.uni-muenchen.de/virologie/

Ein Beitrag von
Frau Dr. Natascha Grzimek-Koschewa
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DER KLINISCHE FALL

PrEP-Durchbruchsinfektionen mit Transmissionscluster-
Analysen — resistente Varianten oder mangelnde Adharenz?

Die medikamentose Praexpositionsprophylaxe (PrEP) stellt eine effektive MalRnahme zur Reduktion von HIV-Neuinfekti-

onen dar [1]. Allerdings kann es dennoch zu Durchbruchsinfektionen unter PrEP kommen, insbesondere bei suboptimaler

Adharenz oder bei Exposition durch HIV-Stamme mit Resistenzen gegen Komponenten der PrEP [2]. Die vorliegende Arbeit

beschreibt zwei seltene Falle einer HIV-Durchbruchsinfektion unter PrEP, welche innerhalb eines relativ kurzen Zeitraums

in derselben Region Deutschlands auftraten. Mittels genotypischer und phylogenetischer Analysen wurde untersucht, ob

diesen Durchbruchsinfektionen moglicherweise eine Exposition gegenliber einem resistenten Stamm zugrunde lag.

PATIENT 1

Kurz nach Einfihrung der medikamentdsen
PreP gegen HIV als Leistung der Gesetzli-
chen Krankenversicherungen (GKV) stellt
sich ein junger Mann zur Beratung diesbe-
zglich vor. Als potenzielles Risiko wurden
wechselnde mannliche Geschlechtspartner
angegeben. Im Verlauf waren bereits ver-
schiedene sexuell Ubertragbare Infekti-
onen (STI) aufgetreten, u.a. eine Syphilis
mit Primaraffekt (Stadium I) sowie eine go-
norrhoische Urethritis und eine Chlamydi-
en-Infektion. Ein ausreichender Impfstatus
gegen Hepatitis A und B lag vor. Nach Aus-
schluss einer HIV-Infektion und einer akut
behandlungsbedurftigen STI wurde eine
medikamentose PrEP mit dem Kombinati-
onspraparat Emtricitabin/Tenofovirdisop-
roxilffumarat 200/245 mg mit kontinuierli-
cher Einnahme einmal taglich begonnen. Im
Verlauf wurden erneut verschiedene STI di-
agnostiziert, u.a. eine Reinfektion bzw. Re-
aktivierung der Syphilis sowie symptoma-
tische Gonorrhoen mit urethritischen und
proktitischen Beschwerden (kumulativ vier
Episoden) sowie asymptomatische Chla-
mydien-Infektionen (kumulativ vier Episo-

den). Bei einer Routinekontrolle vier Jahre
nach Einleitung der PrEP zeigte sich im HIV-
Suchtest ein positives Ergebnis und ein
fraglich positiver Immunoblot (Tabelle1).
Im Plasma zeigte sich mittels PCR eine Vi-
ruslast von 3.000 Kopien/ml HIV-RNA. Die
CD4-Zellzahl lag bei 450/pl (36 %) mit einer
CD4/CD8-Ratio von 1,5. Somit bestatigte
sich eine HIV-Primarinfektion, Stadium IV
nach Fiebig, mit CDG-Klassifikation A2. Auf
dezidierte Nachfrage gab der Patient 1 an,
die PrEP zuletzt nur unregelmalig einge-
nommen zu haben. Zusatzlich bemerkte er
ca. vier Wochen vor der Kontrolluntersu-
chung Abgeschlagenheit, Gliederschmerzen
und LK-Schwellung zervikal, was etwa eine
Woche anhielt. Zunachst erfolgte eine an-
tiretrovirale Therapie mit Emtricitabin/Te-
nofovirdisoproxilfumarat 200/245 mg plus
Dolutegravir 50 mg. Die genotypische Re-
sistenztestung erbrachte den Subtyp A1 so-
wie den Nachweis folgender Resistenzver-
mittelnder Mutationen (RAM):

Reverse Transkriptase (RT):

K65R - M184l - M184V - E138A - V179l

Protease: K20R - H69K
Integrase: F121Y (Tabelle 1).

Die antiretrovirale Therapie wurde dar-
aufhin auf eine zweifache Kombination mit
Tivicay® (Dolutegravir) plus Pifeltro® (Do-
ravirin) umgestellt. Hierunter ist Patient 1
seitdem unter andauernder Suppression
der Viruslast unter der Nachweisgrenze. Im
weiteren Verlauf kam es erneut zweimalig
zu symptomatischer Gonorrhoe.

Interpretation der genotypischen
Resistenzmuster Patient 1

Aufgrund der gefundenen Resistenzmu-
tationen (s. Tabelle 1) wurde von klinischer
Seite die Frage aufgeworfen, ob es sich um
die Ubertragung eines HI-Virus mit praexis-
tenten RAMs handeln konnte. Eine alter-
native Erklarung fir die gefundenen Muta-
tionsmuster konnte eine Selektion dieser
resistenten Varianten ausgehend von Wild-
typ-Virus innerhalb des Patienten durch un-
zureichende Medikamentenspiegel von Em-
tricitabin/Tenofovirdisoproxilfumarat (TDF/
FTC) sein, bedingt durch Einnahmefehler
oder Adharenzprobleme; in der vorliegen-
den Situation passend zur Anamnese. Ein-
nahmefehler und mangelnde Adhdrenz
gelten als haufigste Ursachen fur das Ver-

Tabelle 1: Ubersicht der Labordiagnostik der diskutierten Falle. Patient 1 und 2 zeigen ein Versagen der HIV-Preexpositionspraphylaxe (PrEP).
gp = Glycoprotein, p = Protein, Aminosauren im Ein-Buchstaben-Code. *Alle Zeitangaben in Monaten; Zeitpunkt der HIV-Diagnose = »Monat O«.

Zeitpunkt
letzter negativer

Datum
HIV-Diagnostik *
HIV-Suchtest *

Viruslast
Kopien/ml

Immunoblot Resistenztestung

viral/proviral

Mutationen/
Polymorphismen
Reverse Tran-

Mutationen/
Polymorphismen
Integrase

Mutationen/
Polymorphismen
Protease

skriptase (RT)

Patient1 Monat -3 Monat 0 3.000 MonatO: gp41: 3+ | viral K65R (16 %) K20R (99 %) F121Y (12 %)
Monat 2: M184l (14 %) HB69K (99 %)
gphl: 2+, p24: 3+ M184V (60 %)
E138A (99 %)
V1791 (99 %)
Patient 1 Monat 7 unterhalb der n.d. proviral M230/ (15 %) K20R (99 %) keine
Verlauf Nachweisgrenze E138A (99 %) H69K (99 %)
/1791 (99 %)
M1841 (16 %)
Patient2 Monat -7 Monat 0 3.000.000 Monat0: »blande« | viral V1791 (99 %) HE9K (99 %) keine
Monat7: gp41: 1+

https://www.mvp.uni-muenchen.de/diagnostik/referenzzentrum-retroviren/
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sagen der Prdexpositionsprophylaxe. Ein
Versagen der PrEP aufgrund einer Infektion
mit bzw. Exposition gegentber einem TDF/
FTCresistenten Virus tritt deutlich seltener
auf [2].

Das Auftreten der F121Y-Mutation im
Integrase-Gen war Uberraschend. Diese
Mutation tritt selten auf und wird meist
unter dem Einfluss von Raltegravir selek-
tiert. Ohne Selektionsdruck durch Medika-
mente revertiert diese Mutation aufgrund
eines Fitness-Verlustes fir das Virus in der
Regel schnell wieder zurtck zur Wildtyp-
Variante 3. Somit deutet das Vorliegen die-
ser Mutation eine vorherige Exposition des
HIV-Isolates gegenlber eines Raltegravir-
enthaltenden Regimes mit moglichem vi-
rologischem Versagen an. Auch wenn der
Nachweis von F121Y somit zunachst den
Verdacht auf eine Ubertragung eines mog-
licherweise auch gegen TDF/FTC resisten-
ten Virus nahelegt, sprechen andere Fakten
dagegen.

Ein Virus mit den Mutationen K65R und
M184V/I im Reverse-Transkriptase-Gen ist
stark in seiner Fitness eingeschrankt [4].
Solche Varianten setzen sich nur bei hohen
Wirkstoffspiegeln durch. In unserem Fall
war der Anteil dieser Mutationen in der in-
itialen Resistenztestung jedoch eher gering
— bei einer Ubertragung dieser Varianten
unter anhaltendem Selektionsdruck durch
TDF/FTC aufgrund der Einnahme von PrEP
ware eine umfangreiche Reversion zum
Wildtyp nicht zu erwarten.

Die Mutationen K20R und H69K im Pro-
tease-Gen treten hingegen haufig als na-
tlrliche Polymorphismen in HIV-1-Subtyp
A1 auf und sind somit nicht unmittelbar ein
Hinweis auf Exposition gegenlber Prote-
ase-Inhibitoren [5].

Zur weiteren Differenzierung wurde

sechs Monate nach Therapiebeginn eine
provirale Resistenztestung beim gleichen
Patienten durchgefiihrt. In dieser Testung
(vgl. Tabelle 1, Verlauf Patient 1) wurde die
F121Y-Mutation nicht nachgewiesen, die
anderen Mutationen im Reverse-Transkrip-
tase-Gen teilweise als minoritare Varianten
ahnlich zur initialen Testung. Bei den Mu-
tationen M184l und M120I handelt es sich
vermutlich um APOBEC-induzierte Muta-
tionen.
Die eindeutige Klarung der Frage, ob eine
resistente Virusvariante libertragen wurde,
erscheint auf Basis dieser molekularvirolo-
gischen Analysen limitiert und moglicher-
weise nicht abschlieBend moglich bei Be-
trachtung dieses Einzelfalles ohne Analyse
des Indexpatienten. Die Gesamtheit der
Befunde spricht mit hoherer Wahrschein-
lichkeit fiir ein Versagen der PrEP, bedingt
durch unzureichende Wirkstoffspiegel in-
folge inkonsistenter Einnahme.

1A

0,02

1B

@ Patient1 Plasma

@ Patient 1 proviral

PATIENT 2

In derselben Region Deutschlands stell-
te sich ein anderer junger Mann zur Bera-
tung in der Sprechstunde fir eine medika-
mentose PrEP vor. Als potenzielles Risiko
wurden ebenfalls wechselnde mannliche
Geschlechtspartner angegeben. Im Vor-
feld war bereits eine Syphilis mit Primaraf-
fekt (Stadium I) und eine asymptomatische
Chlamydien-Infektion behandelt worden.
Ein ausreichender Impfstatus gegen Hepa-
titis A und B lag vor. Nach Ausschluss einer
HIV-Infektion und einer akut behandlungs-
bedlrftigen STI wurde eine medikamen-
tose PrEP mit dem Kombinationspraparat
Emtricitabin/Tenofovirdisoproxilfumarat
200/245 mg mit kontinuierlicher Einnahme
einmal taglich empfohlen. Eine Vorstellung
erfolgte in den Folgejahren jedoch nur unre-
gelmalig. Die medikamentdse PrEP wurde
nicht dauerhaft eingenommen.

0,008

Abb. 1:

Phylogenetische Analyse
der Patientensequenzen im
Abgleich mit anderen
HIV-1-

Subtyp-A1-

Sequenzen.

Abb. 1A:

Die Sequenzen

der beiden Patienten
befinden sich in der
Analyse auf demselben
Ast des phylogenetischen
Baumes (roter Kreis).

Abb.1B:
Vergrofserung des Unterbereichs der
Phylogenie mit Sequenzen beider Patienten.

Rot = Patient1

mit Sequenzdaten aus der Plasmaprobe
und der proviralen Analyse;

blau = Patient 2.
Schwarz = weitere
Sequenzen von
Patientenproben aus
derselben Region
Deutschlands,

die nicht weiter
nachverfolgt wurden.

Patient2 @

Nach mehreren STI, u.a. Reinfektion ei-
ner Syphilis mit typischem Exanthem des
Oberkorpers (Stadium ) sowie symptoma-
tischer Gonorrhoe und Chlamydien-Infek-
tionen, entschloss sich Patient 2 nun doch,
mit der PrEP zu beginnen. Aufgrund des
hohen Risikoprofils wurde eine kontinuier-
liche Einnahme empfohlen. Entsprechende
Kontrolltermine wurden jedoch erneut nicht
wahrgenommen, zusatzlich auch der Ge-
brauch von Amphetaminen angegeben.

Ein Urethralabstrich bei einer erneuten
Kontrolluntersuchung ergab den Nachweis
von Neisseria gonorrhoeae — und nun zeig-
te sich auch ein reaktiver HIV-Suchtest bei
negativem Immunoblot. Im Plasma konnte
HIV-RNA mit einer Viruslast von 3.000.000
Kopien/ml nachgewiesen werden. Die CD4-
Zellzahl war leicht erniedrigt mit 400 Zellen/
pl (35 %), die CD4/CD8-Ratio bei 1,0 noch im
Referenzbereich. Die Zusammenschau der
Befunde bestdtigte somit eine akute HIV-




Infektion, Fiebig-Stadium -1l CDC A2. Die
zuvor verordnete PrEP wurde nur sehr un-
regelmalig und anlassbezogen eingenom-
men.

Eine antiretrovirale Therapie erfolgte
zunachst mit Emtricitabin/Tenofovirdiso-
proxilffumarat plus Tivicay® (Dolutegravir)
und im Verlauf mit Biktarvy® (Bictegravir/
Emtricitabin/Tenofoviralafenamid). Hierun-
ter zeigte sich eine stabile Kontrolle der HI-
Virusreplikation.

Interpretation der genotypischen
Resistenzmuster Patient 2

Die genotypische Resistenztestung ergab
fur Patient 2 — im Gegensatz zu Patient 1 -
keine hochgradigen resistenzassoziierten
Mutationen, sondern lediglich den Nach-
weis der haufigen Polymorphismen V179l
(RT) und HE6SK (Protease) (Tabelle 1). Jedoch
zeigte die Untersuchung ebenfalls das Vor-
liegen von HIV-1-Subtyp A1. Beim Vergleich
weiterer spezifischer Polymorphismen (ba-
sierend auf laborinternen Daten, nicht dar-
gestellt) zeigte sich eine hohe Sequenzho-
mologie zur Virusvariante von Patient 1. Da
beide Patienten zudem in derselben Region
Deutschlands leben, stellte sich die Frage,
ob die beiden Neuinfektionen moglicher-
weise durch ein Transmissionscluster zu-
sammenhangen. Die akute HIV-Infektion
bei Patient 2 ereignete sich etwa 10 Mona-
te nach der Erstdiagnose der HIV-Durch-
bruchsinfektion bei Patient 1. Seitdem war
dieser unter einer kontinuierlichen antiret-
roviralen Therapie mit HIV-RNA unterhalb
der Nachweisgrenze. Es lag eine hohe The-
rapieadharenz vor, so dass eine Transmis-
sion des Virus von Patient 1 auf Patient 2
mit hinreichender Wahrscheinlichkeit aus-
geschlossen werden kann. Daflir sprechen
auch die Ergebnisse der HIV-Resistenztes-
tung, da die Mutationen, die bei Patient1 in-
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Abteilung Virologie, Medicover-
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Lochhamer Str. 29 - 82152 Martinsried
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itial gefunden werden konnten, bei der Pro-
be von Patient2 nicht vorlagen.

Um abzuklaren, ob die beiden Falle in
einem epidemiologischen Zusammenhang
stehen und fiir den Ausschluss einer zirku-
lierenden PreEP-resistenten HIV-Variante,
wurden die entsprechenden Sequenzier-
daten zur weiterfiihrenden Analyse an das
Nationale Referenzzentrum (NRZ) fiir Ret-
roviren Ubermittelt.

Phylogenetische Transmissionscluster-
Analysen

Fir eine phylogenetische Analyse dieser
zwei Patientensequenzen wurde als Re-
ferenz eine Sammlung von insgesamt 950
Sequenzen der HIV-1-Gruppe M, Subtyp A1
ausgewahlt. Diese Sequenzen stammen
zum Teil aus der Datenbank des Nationa-
len Referenzzentrums flr Retroviren — von
Patienten aus ganz Deutschland (n = 8) —
sowie aus der Datenbank des einsenden-
den Labors — von Patienten aus derselben
Region wie Patient1 und 2 (n = 15). Als Hin-
tergrund wurden HIV-1-Subtyp A1 aus der
ganzen Welt von der Los Alamos-Daten-
bank verwendet (n = 927). Fiir die Analysen
wurden die Sequenzen aus der genotypi-
schen Resistenztestung fir die Genomab-
schnitte des pol-Gens fiir den Bereich der
Integrase und Protease/Reversen Integra-
se (RT) ausgewertet.

In Abbildung1 (S.5) wird die phyloge-
netische Analyse als neighbour-joining tree
nach der Tamura-Nei-Methode fir den In-
tegrase-Bereich gezeigt. Die Sequenzen
der Patienten 1 und 2 befinden sich in die-
ser Analyse auf demselben Ast des phylo-
genetischen Baumes (Abb. 1A, roter Kreis).
Dahingegen verteilen sich die Sequenzen
anderer Patienten aus Deutschland auf un-
terschiedliche Aste des Baumes. Dies be-
stitigt die groBe Ahnlichkeit der beiden

Isolate von Patient 1 und Patient 2. Somit
besteht bei beiden mit sehr hoher Wahr-
scheinlichkeit ein epidemiologischer Zu-
sammenhang, womit eine Ubertragung aus
demselben Transmissionscluster —also ent-
weder direkt untereinander (unwahrschein-
lich aufgrund der frithen und erfolgreichen
Therapie von Patient 1) oder iber weitere
Personen — nahe liegt. AuBerdem ergab die
Analyse, dass weitere Isolate von Patienten
aus derselben Region Deutschlands eben-
falls eine hohe Sequenzhomologie aufwei-
sen (Abb. 1B) und moglicherweise demsel-
ben Transmissionscluster entstammen. Die
Auswertung flr den Bereich der Protease/
Reversen Transkriptase ergab weitgehend
identische Konstellationen als weitere Be-
statigung (Daten nicht gezeigt).

Bei den anderen Isolaten aus diesem
Transmissionscluster lagen keine der bei
Patient 1 detektierten RAMs im Bereich
der RT vor (abgesehen von V179I). Dies ist
eine weitere Bestatigung daflr, dass die
RT-RAMs bei Patient 1 (K65R, M184|V) am
ehesten unter subtherapeutischen Wirk-
stoffkonzentrationen der sporadisch einge-
nommen PrEP als de novo-Mutationen se-
lektiert wurden.

Fazit

Zusammengefasst konnten diese Unter-
suchungen bestatigen, dass es sich bei den
HIV-Infektionen dieser beiden Patienten 1
und 2 mit hoher Wahrscheinlichkeit um ein
zusammenhangendes Transmissioncluster
handelt. Ein PrEP-Versagen durch eine zir-
kulierende Variante mit bereits bestehen-
den RAMs konnte mit hoher Sicherheit
ausgeschlossen werden. Die Durchbruchs-
infektionen sind am ehesten auf die sub-
optimale PrEP-Adharenz zuriickzufihren.
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FUR SIE GELESEN

Kann mRNA-Technologie die HIV-Latenz
in ruhenden T-Zellen autheben?

Trotz jahrzehntelanger Forschung stellt die Heilung von HIV weiterhin eine erhebliche Herausforderung dar. Moderne anti-

retrovirale Therapien (ART) konnen die Virusreplikation effektiv unterdriicken und die Lebenserwartung von Menschen mit

HIV deutlich verlangern. Eine vollstandige Elimination des Virus ist jedoch bislang nicht moglich, da HIV in sogenannten

latenten Reservoiren persistiert. Dabei handelt es sich vor allem um ruhende CD4*-T-Zellen, in deren Genom das HIV-Pro-

virus integriert ist. Diese Zellen entziehen sich sowohl der Immunuberwachung als auch der Wirkung von ART. Bei Un-

terbrechung der Therapie kann das Virus aus diesen Reservoiren reaktiviert werden und eine erneute Virusvermehrung

auslosen.

HIV-1-Tat-mRNA-Lipid-Nanopartikel
_ —ein neuer Ansatz
zur Uberwindung der HIV-Latenz?

Latente HIV-Reservoire sind besonders
langlebig und zeichnen sich durch eine ge-
ringe Immunogenitat aus. Bisherige Stra-
tegien zur Reaktivierung dieser Reservoirs
— sogenannte Latency Reversing Agents
(LRAS) — beruhen meist auf kleinen Mole-
kilen, die verschiedene zellulare Signalwe-
ge modulieren. Diese Substanzen konnen
zwar die HIV-Transkription in ruhenden
T-Zellen teilweise anstoRen, sind jedoch
hdufig unspezifisch, mit potenziellen Ne-
benwirkungen assoziiert und in ihrer Wirk-
samkeit begrenzt. Zudem besteht das Risi-
ko, dass sie immunmodulatorische Effekte
auslosen, die die Elimination der infizierten
Zellen durch das Immunsystem beeintrach-
tigen. Ein Hauptproblem von bisher unter-
suchten LRAs besteht darin, dass nur ein
kleiner Anteil der latent HIV-infizierten Zel-
len aktiviert werden kann [1].

Ein australisches Forschungsteam um
Michael Roche hat nun einen neuen Ansatz
entwickelt, bei dem mRNA, welche fiir das
HIV-Protein Trans-activator of Transcrip-
tion (Tat) kodiert, mithilfe von Lipid-Nano-
partikeln (LNP) gezielt in ruhende CD4*-
T-Zellen eingebracht wird [1]. LNPs sind
nanoskalige Partikel, die Nukleinsauren wie
mRNA vor dem Abbau schitzen und einen
effizienten Transport in Zielzellen ermogli-
chen. Die Formulierung besteht typischer-
weise aus ionisierbaren Lipiden, Phospholi-
piden, Cholesterin und PEGylierten Lipiden,
die gemeinsam fur Stabilitat, Biokompati-
bilitat und eine effiziente Aufnahme durch
die Zellmembran sorgen (Abb. 1). Die verab-
reichte mRNA kodiert fiir das HIV-Protein
Tat, einen essenziellen viralen Transkrip-
tionsfaktor, der Uber die Bindung an das
Trans-activation response element (TAR)
die Expression des integrierten HIV-Ge-

Partisiran-LNP LNP X
mol %
ionisierbares Lipid ionisierbares Lipid
DLin-MC3-DMA 0 sm-102

Hilfslipid 10 Hilfslipid
DSPC DSPC
Sterol 38,5 Sterol

Cholesterol B-sitosterol
PEG-Lipid 1,5 PEG-Lipid
DMG-PEG DMG-PEG

Abb. 1: Schematische Darstellung der Formulierung von Partisiran-LNP im Vergleich zum
neu formulierten LNP X mit hoher Effizienz und Potenz in ruhenden T-Zellen. Modifiziert nach [1].

HIV-RNA

Tat
pTEFb

TAR-Loop

RNA-Polymerase

Elongation

Abb. 2: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von HIV-Tat bei der Forderung
der Transkriptionselongation. Modifiziert nach [1].

noms stimuliert und so die Reaktivierung
latenter Viren ermoglicht.

Das Team entwickelte eine spezielle
Lipid-Nanopartikel-Formulierung (LNP X),
die eine besonders effiziente Transfektion
von mMRNA in ruhende CD4*-T-Zellen er-
moglicht, ohne dabei Zellaktivierung oder

Toxizitat zu verursachen, und zwar ohne
vorherige T-Zell-Stimulation. Die genaue
Zusammensetzung und Optimierung der
Lipidkomponenten wurde so gewahlt, dass
die Aufnahme und anschlieBende Freiset-
zung der mRNA in diesen schwer zugangli-
chen Zellen maximiert wird. Die Aufnahme




der LNPs erfolgt Uber Endozytose. Nach
Freisetzung der mRNA im Zytoplasma wird
diese von den zelluldren Ribosomen trans-
latiert, so dass Tat-Protein gebildet wird.
Ein wesentlicher Latenzmechanismus von
HIV liegt darin, dass die Transkription des
HIV-Genoms uber den sogenannten TAR-
Loop im Anfangsbereich des HIV-Genoms
hinaus nurin Anwesenheit des Tat-Proteins
effizient stattfinden kann. Das Tat-Protein
fordert also die Transkription des HIV-Pro-
virus, wodurch das Virus in zuvor latenten
Zellen aktiviert und fur das Immunsystem
oder weitere therapeutische MalBnahmen
angreifbar gemacht wird (Abb. 2,S. 7).

Dariber hinaus konnte mit derselben
LNP X-Technologie auch ein CRISPRa-Sys-
tem (CRISPR activation) in ruhende T-Zellen
eingebracht werden. Das CRISPRa-System
besteht aus einer katalytisch inaktiven
Cas9-Variante (dCas9), die mit Transkrip-
tionsaktivator-Domanen fusioniert ist, so-
wie einer guide-RNA (gRNA), welche gezielt
an spezifische DNA-Sequenzen des HIV-
Genoms bindet. Im Gegensatz zum klas-
sischen CRISPR/Cas9-System, das DNA
schneidet, ermoglicht CRISPRa die gezielte
Aktivierung der HIV-Genexpression, ohne
das Genom zu verandern [2].

Ein wesentlicher Vorteil dieser neuen
LNP X-Technologie ist die effiziente Trans-
fektion ruhender CD4*-T-Zellen, was mit
bisherigen LNPs nicht moglich war. Die
Technologie flihrt weder zu einer unspezifi-
schen Aktivierung noch zu einer Schadigung
der Zellen, und somit ist eine Beeintrachti-
gung des Immunsystems nicht zu erwarten.

Die Bedeutung von Lipid-Nanopartikeln
fiir die gezielte mMRNA-Ubertragung wurde
bereits wahrend der COVID-19-Pandemie
eindrucksvoll unter Beweis gestellt: Die er-
folgreichen mRNA-Impfstoffe von BioN-
Tech/Pfizer und Moderna basieren auf die-
ser Technologie, bei der die mRNA, welche
in diesem Fall das SARS-CoV-2-Spike-Pro-
tein kodiert, durch LNPs geschitzt und ef-
fizient in Korperzellen eingeschleust wird,
um eine gezielte Immunantwort gegen das
\lirus zu erzeugen [3].

In praklinischen Studien konnte gezeigt
werden, dass die LNP X-Formulierung so-
wohl Tat-mRNA als auch CRISPRa-Kompo-
nenten effizient in ruhende CD4*-T-Zellen
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einschleusen und dort eine zuverldssige
Reaktivierung des latenten HIV bewirken
kann. Die infizierten Zellen werden dadurch
fir das Immunsystem oder flr nachge-
schaltete therapeutische Interventionen
zuganglich. Die bisherigen Ergebnisse sind
vielversprechend, mussen jedoch noch in
Tiermodellen und klinischen Studien hin-
sichtlich Sicherheit und Wirksamkeit weiter
untersucht werden.

Dieser Ansatz stellt einen bedeuten-
den Fortschritt in der HIV-Forschung dar,
da gezeigt wurde, dass LNP moglicherwei-
se ein Werkzeug darstellen, welches die
Transfektion auch von ruhenden T-Zellen
erlaubt und somit eine gezielte und effizi-
ente Reaktivierung latenter HIV-Reservoire
in diesen Zellen ermoglichen. Die Techno-
logie konnte somit einen wichtigen Beitrag
zur Entwicklung kurativer Therapien leis-
ten. Zukiinftige Herausforderungen liegen
in der prazisen Steuerung solcher LNPs
zur Aufnahme in relevanten Zellpopulati-
onen im Organismus und der Kombination
mit Strategien zur gezielten Elimination der
aktivierten Zellen, um das HIV-Reservoir
nachhaltig zu reduzieren.
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