Antivirale Therapie und Resistenz von Influenzaviren

Die Influenza-typische Symptomatik (influenza-like illness, kurz ILI) ist durch pl6tzlichen
Erkrankungsbeginn mit Fieber (> 38,5 °C), trockenen Reizhusten, Halsschmerzen, Muskel- und/oder
Kopfschmerzen gekennzeichnet. Weitere Symptome kdénnen allgemeine Schwache, SchweilRausbriiche,
Rhinorrhd, aber auch Ubelkeit/Erbrechen und Durchfall sein. Zu beachten ist jedoch, dass bei Weitem
nicht alle Influenza-Infizierten mit typischer Symptomatik erkranken. Die Krankheitsdauer liegt in der
Regel bei 5-7 Tagen, die in Abhadngigkeit von Komplikationen und Risikofaktoren jedoch auch deutlich
langer sein kann'.

Eine spezifische antivirale Therapie sollte bei Verdacht auf einen schweren Verlauf einer Influenza-
Erkrankung oder wenn ein erhohtes Risiko flir einen schweren Verlauf besteht erwogen werden. Diese
sollte innerhalb von 48 Stunden nach Symptombeginn begonnen werden. Bei Patienten, die nicht zu den
Risikogruppen gehoéren sowie bei unkompliziertem Verlauf erfolgt die Behandlung symptomatisch, bei
Zeichen einer bakteriellen Superinfektion sind Antibiotika indiziert".

Verfiigbare Virustatika zur Behandlung von Influenzainfektionen

Derzeit sind zur Therapie und Prophylaxe von Influenzainfektionen in  Deutschland
verschreibungspflichtige = Medikamente aus zwei  Wirkstoffklassen zugelassen. Der M2-
lonenkanalinhibitor Amantadin gehort zur Gruppe der Adamantane und blockiert die Freisetzung viraler
RNA in das Cytoplasma der Wirtszelle. Dieser Effekt wird bei therapeutischer Dosierung des Wirkstoffes
nur bei Influenza A- jedoch nicht bei Influenza B-Viren erzielt. Amantadin wird zur Therapie der
Influenzainfektion derzeit kaum eingesetzt.

Die Wirkstoffe Oseltamivir (Tamiflu®) und Zanamivir (Relenza®) aus der Gruppe der
Neuraminidaseinhibitoren wurden 2002 von der Europdischen Arzneimittelagentur EMA zur Behandlung
von Influenzainfektionen zugelassen. Sie hemmen selektiv die Neuraminidase von Influenza A- und B-
Viren, wodurch die Freisetzung neuer Viren aus infizierten Zellen verhindert wird.

Oseltamivir ist als Oseltamivirphosphat in Form von Kapseln und als Pulver zur Herstellung einer
Suspension zum Einnehmen erhéltlich. Es wird im Darm und in der Leber von Esterasen zum aktiven
Metaboliten Oseltamivircarboxylat biotransformiert. Zu den haufigsten moglichen unerwiinschten
Wirkungen gehéren Ubelkeit, Erbrechen und Kopfschmerzen.

Zanamivir zeigt eine schlechte orale Bioverfligbarkeit und wird deshalb gemischt mit Lactose als
trockenes Pulver inhaliert. Zu den haufigsten moglichen Nebenwirkungen zdhlen Kopfschmerzen,
Durchfille, Ubelkeit, Erbrechen.

Fiir Deutschland ist eine Behandlung mit Oseltamivir bei Patienten ab einem Jahr und mit Zanamivir ab
finf Jahren von der EMA zugelassen. Eine antivirale Therapie bei Neugeborenen und jungen Sauglingen
(< 3 Monate) sollte nach den Empfehlungen der Deutschen Gesellschaft fiir padiatrische Infektiologie
(DGPI) bei schwerem klinischen Krankheitsbild unter sorgfiltiger Abwdgung der Risiken erwogen
werden’.

Die Sicherheit und Pharmakokinetik von intravenés (i.v.) verabreichten Oseltamivir und Zanamivir wird
derzeit im Rahmen klinischer Studien getestet®.

Virustatika in klinischen Studien

Die seit 2010 in Japan und Korea zugelassenen Neuraminidaseinhibitoren Peramivir und Laninamivir
befinden sich derzeit in den USA in der klinischen Studienphase 3*.



Peramivir (Rapiacta®, PeramiFlu®) ist ein Cyclopentan-Analogon des Oseltamivir, das in Studien
verschiedene antiviral resistente Influenzaviren inhibierte. Aufgrund seiner schlechten oralen
Bioverfligbarkeit wurde Peramivir als intramuskular (i.m.) oder i.v. applizierbarer Wirkstoff entwickelt.
Wahrend der Pandemie 2009 war dieser Wirkstoff in den USA zur parenteralen Gabe zur Behandlung
von A(H1N1)pdmOQ9-Infektionen als Notfallmedikament zugelassen. Diese Notfallzulassung wurde Ende
2010 zugunsten einer klinischen Studie Phase 3 aufgehoben.

Laninamiviroctanoat (Inavir®) wird als Prodrug inhaliert und in der Lunge in seine aktive Form
konvertiert. Es verfligt tiber eine sehr lange Halbwertszeit und zeigte in klinischen Studien eine gute
Wirksamkeit sowohl gegeniiber den zirkulierenden Influenza A- und B-Stammen als auch gegen die
meisten Oseltamivir-resistenten Virusstimme®.

FIudASE ist ein rekombinantes Protein aus der Neuraminidase von Actinomyces viscosus und einer
humanen Epitheldoméane. Das Wirkprinzip beruht auf der Entfernung der Neuraminsaurerezeptoren der
Zelloberflachen des respiratorischen Trakts. Die klinische Studie Phase 2 zum Einfluss auf die Viruslast
sowie zur Sicherheit und Vertraglichkeit des Wirkstoffs wird derzeit in 50 Zentren in den USA und Mexico
durchgefihrt.

Favipiravir inhibiert die RNA-Polymerase sowohl von Influenzaviren als auch von verschiedenen anderen
RNA-Viren. Es ist als Prodrug oral verfligbar und fungiert nach Ribolysierung und Phosphorylierung als
Nukleosid-Analogon. Nachdem die Untersuchungen zur Wirksamkeit gegen Influenza A- und B-Viren
abgeschlossen sind, befindet sich der Wirkstoff zurzeit in einer klinischen Studie Phase 2°.

Methoden zur Resistenzbestimmung

Resistenzen gegen antivirale Wirkstoffe entstehen durch subtyp- und inhibitorspezifische
Punktmutationen in den Genen der therapeutischen Zielproteine Neuraminidase (NA) und M2-
lonenkanal (Tabelle 1). Diese Mutationen konnen durch sequenzbasierte Techniken (klassische
Sequenzierung, Pyrosequenzierung) oder aber durch den Einsatz von z.B Schmelzpunktanalysen von
spezifischen PCR-Amplifikaten nachgewiesen werden’”.

In den meisten Fallen ist die Ableitung einer in vitro Resistenz gegenliber Neuraminidaseinhibitoren
anhand des genotypischen Profils unzuverldssig, da zurzeit keine ausreichend gesicherten Daten in
groRerem Umfang zur Korrelation zwischen einer mit Resistenz assoziierten Mutation und einer
tatsachlichen in vitro Resistenz (Erhohung der 50%-inhibitorischen Konzentration; ICsy) vorliegen. Fir
Viren der Subtypen A(HIN1) und A(H1IN1)pdmO9 jedoch kann der Nachweis der NA-Substitution H275Y
(N1 Nummerierung) als ,,Oseltamivir-resistent” interpretiert werden. Fir alle ibrigen Influenza A- und B-
Viren gilt die phanotypische Resistenzanalyse als der Goldstandard. Diese kann durch luminometrische
oder fluorometrische Neuraminidase-Inhibitions-Assays durchgefiihrt werden. Diese Methoden
ermoglichen die Ermittlung der 50% inhibitorischen Konzentration, das heillt derjenigen
Wirkstoffkonzentration, bei der 50% der Neuraminidaseaktivitat der Influenzaviren gehemmt ist. In
internationaler Ubereinstimmung wird im fluorometrischen Test ein cut-off von 100nM zur Identifikation
NA-Inhibitor resistenter Influenza A-Viren verwendet. Fir Influenza B-Viren gilt eine 10fache Erhohung
der ICso von NA-Inhibitoren verglichen mit sensitiven Wildtypviren (1C5,>200nM) als Resistenznachweis™.
Da neben dem Vorliegen einer Mutation verschiedene Faktoren zu einer Erhohung der ICsy flihren
konnen, sollte eine detektierte in vitro Resistenz durch den Nachweis der mit dieser Resistenz
assoziierten Mutation bestéatigt werden. Die klinische Signifikanz einer nachgewiesenen in vitro Resistenz
von Influenzaviren ist derzeit noch nicht bekannt.



Tabelle 1: Mutationen der Neuraminidase und des M2-Proteins, die mit antiviraler Resistenz assoziiert sind

Empfindlichkeit gegen
Virus Typ/Subtyp NA-Mutation Oseltamivir Zanamivir
A(H3N2) R292K resistent schwach resistent
E119V resistent sensitiv
E119V+I222V resistent sensitiv
N294S schwach resistent sensitiv
0244-247 resistent sensitiv
Q136K sensitiv resistent
A(HIN1)pdmO09 H275Y resistent sensitiv
Q136K sensitiv resistent
A(H5N1) H275Y resistent sensitiv
N295S resistent sensitiv
B (Yamagata- und D198N resistent schwach resistent
Victoria-Linie) R152K resistent resistent
M2-lonenkanal L26F, V27A/D, A30T, S31N, G34E

Modifiziert nach ™

Uberwachung der Resistenzsituation bei Influenzaviren in Deutschland

Im Nationalen Referenzzentrum fir Influenza (Robert Koch-Institut) werden die in Deutschland
zirkulierenden Influenzaviren auf ihre Resistenzeigenschaften untersucht und die Entstehung und
Verbreitung resistenter Viren Gberwacht und dokumentiert. Die regelmafRRig erhobenen Daten werden
dem European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) und der World Health Organization
(WHO) berichtet und flieRen in die internationale Uberwachung der Resistenzsituation bei Influenzaviren
ein. Zusatzlich werden die Daten zur Resistenz aktuell zirkulierender Viren auf der Homepage der
Arbeitsgemeinschaft Influenza' publiziert. Die Untersuchung einer reprasentativen Anzahl der zwischen
Oktober 1998 und April 2013 in Deutschland zirkulierenden Influenzaviren A- und B-Viren ergab eine mit
anderen Landern vergleichbare Resistenzsituation.

Resistenzen gegen Adamantane

In der Influenzasaison 2004/2005 zeigte sich in Asien, Europa, Australien und den USA eine starke
Verbreitung von Influenzaviren des Subtyps A(H3N2), die gegen Adamantane resistent waren. In der
nachfolgenden Saison 2005/2006 stieg die Privalenz dieser Viren auf nahezu 100% an®. Aufgrund der
starken Verbreitung resistenter A(H3N2)-Viren und ersten Berichten tber den Nachweis resistenter
saisonaler A(HIN1)-Viren empfahlen im Jahr 2006 die Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
Adamantane nicht mehr zur Prophylaxe und Therapie von Influenzainfektionen einzusetzen.

Obwohl Influenzainfektionen in Deutschland nicht oder nur kaum mit Medikamenten aus der Gruppe der
Adamante behandelt werden, zeigte sich auch hier in umfangreichen Studien ein erstes Auftreten
Adamantan-resistenter A(H3N2)-Viren in der Saison 2004/2005 sowie eine starke Verbreitung dieser
Viren in den nachfolgenden Saisons. Seit der Saison 2008/2009 wurden alle in Deutschland getesteten
Influenzaviren des Subtyps A(H3N2) als resistent gegen Adamantane identifiziert. Die Resistenz war auf
eine einzige Substitution an Position 31 des M2-lonenkanals (S31N) zurickzufihren.

Die seit April 2009 zirkulierenden pandemischen A(HIN1)pdmQ09-Viren tragen aufgrund von
Reassortmentereignissen das M2-lonenkanalprotein aus der Europdischen A(H1N1)-Schweine-
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influenzalinie. Viren, die dieser Linie zugehdrig sind, tragen die Substitution S31N im M2-lonenkanal****,
so dass Viren des Subtyps A(HIN1)pdmQ9 eine ,natlrliche” Resistenz gegen Adamantane zeigen.

Resistenzen gegen Neuraminidaseinhibitoren

Resistenzen gegen die Neuraminidaseinhibitoren Oseltamivir und Zanamivir traten seit deren Zulassung
nur sporadisch und Gberwiegend in klinischen Studien bei immunsupprimierten Patienten auf. Besonders
haufig wurde eine verminderte Empfindlichkeit gegen Oseltamivir beobachtet, die durch den Austausch
von Histidin gegen Tyrosin an Position 275 (H275Y) der Neuraminidase von A(H1N1)-Viren verursacht
wird. Bis November 2007 lag die Pravalenz von resistenten A(H1N1)-Viren in unbehandelten
Erwachsenen bei <1%. Unter dem Selektionsdruck der Therapie wurden bei Erwachsenen in 0,4% und bei
Kindern in bis zu 18% der Falle Viren detektiert, die unempfindlich gegenliber Oseltamivir waren. Im
Vergleich zu sensitiven Viren wiesen diese resistenten Viren jedoch eine reduzierte virale Fitness,
gekennzeichnet durch schlechtere Replikationsraten, und geringere Ubertragbarkeit auf.

Unerwartet war daher die im Winter 2007/2008 beobachtete verstirkte Zirkulation Oseltamivir-
resistenter A(HIN1)-Viren in therapie-naiven Patienten auf der Nordhalbkugel. Die Prdvalenz dieser
Viren stieg im Verlauf der Saison stark an, so dass im Durchschnitt jedes vierte wahrend der Saison
2007/2008 in Europa zirkulierende A(H1N1)-Virus eine Resistenz gegen Oseltamivir aufwies. Die
Resistenz gegenliber Oseltamivir war durch die Substitution H275Y der viralen Neuraminidase bedingt.
Die Selektion dieser Resistenzen war nicht mit einer Oseltamivir-Therapie assoziiert und konnte auch
nicht durch Reassortmentereignisse erklart werden. Die Patienten waren untereinander epidemiologisch
nicht verlinkt und auch die Symptomatik war der einer Infektion mit sensitiven A(H1N1)-Influenzaviren
vergleichbar'®"’. Es wurde gezeigt, dass Oseltamivir-resistente A(H1N1)-Viren wahrend einer Infektion
bis zu 8 Tage ausgeschieden werden, durch Haushaltskontakte tibertragen werden kénnen und sich das
Resistenzprofil im Infektionsverlauf nicht verandert'®. Im darauffolgenden Sommer 2008 stieg die
Pravalenz resistenter A(H1N1)-Viren auf der Stidhalbkugel bis auf 80% und in der nachfolgenden Saison
2008/2009 zeigte nahezu jedes zirkulierende Virus vom Subtyp A(H1N1) die mit starker Oseltamivir-
Resistenz assoziierte Mutation H275Y.

Die seit April 2009 zirkulierenden pandemischen A(HI1N1)pdmQ9-Viren tragen aufgrund von
Reassortment-Ereignissen eine Neuraminidase aviar-porcinen Ursprungs, die sich durch Empfindlichkeit
gegen Neuraminidasehemmer auszeichnet™. Die Analyse von 1570 A(H1N1)pdm09-Proben, die zwischen
April 2009 und April 2010 in Deutschland gewonnen wurden, zeigte in acht Fallen Viren, die gegen
Oseltamivir resistent waren. Diese resistenten Viren trugen die Substitution H275Y in der Neuraminidase
und zeigten in phanotypischen Assays im Vergleich zum sensitiven Wildtypvirus eine bis zu 1.000-fache
Erhéhung der IC5, flir Oseltamivir. Resistenzen gegen Zanamivir wurden nicht beobachtet. Sechs der acht
resistenten A(HIN1)pdm09-Viren stammten von Patienten, die liber einen ldngeren Zeitraum mit
Oseltamivir behandelt wurden und zusatzlich zur Influenzainfektion immunsupprimiert waren oder an
einer anderen Grunderkrankung litten®®. Die Entstehung der Resistenzvarianten wéahrend der
Influenzaerkrankung durch Oseltamivir-Therapie bedingten Selektionsdruck konnte in zwei dieser Falle
nachgewiesen werden®.

In der Saison 2012/2013 wurden ca. 600 Resistenzprofile gegen Neuraminidaseinhibitoren erstellt. Dabei
wurden bei acht Patienten A(H1IN1)pdmQ9-Viren identifiziert, die sich aufgrund der Neuraminidase-
Mutation H275Y unempfindlich gegen Oseltamivir aber weiterhin sensitiv gegen Zanamivir zeigten. Die
Entstehung der resistenten Virusvarianten durch den Selektionsdruck der Therapie mit Oseltamivir
konnte anhand von Follow-Up Proben von sieben Patienten nachgewiesen werden. Ein resistentes
Virusisolat stammte von einem Patienten, der nicht therapiert wurde. Eine Ubertragung bereits
resistenter A(HIN1)pdmOQ9 ist in diesem Fall nicht auszuschlieBen. Influenza B-Viren und Viren des

4



Subtyps A(H3N2), die eine verminderte Empfindlichkeit gegen Oseltamivir oder Zanamivir zeigten,
wurden nicht detektiert®.

Ausblick

Aufgrund der Resistenzprofile der seit der Saison 2009/2010 in Deutschland zirkulierenden
Influenzaviren (A(H1IN1)pdmO09, A(H3N2), Influenza B), beziehungsweise der Wirkungsspektren der
verfligbaren Medikamente, stehen derzeit zur Behandlung von Influenzainfektionen nur Wirkstoffe aus
der Gruppe der Neuraminidaseinhibitoren zur Verfligung (in Deutschland Oseltamivir und Zanamivir).
Auch wenn die erhobenen Daten zurzeit keine Hinweise auf eine Zirkulation von Influenzaviren mit
verminderter Empfindlichkeit gegen Oseltamivir und Zanamivir geben, unterstreicht das in der
Vergangenheit beobachtete plotzliche Auftreten und die schnelle Verbreitung Oseltamivir- bzw.
Adamantan-resistenter Influenzaviren unabhangig von einem therapeutischen Selektionsdruck die
dringende Notwendigkeit, neue Wirkstoffe zu entwickeln und die engmaschige Uberwachung der
Resistenzprofile zirkulierender Influenzaviren im internationalen Kontext fortzufiihren.
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