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Saanen Meeting unter besten Voraussetzungen

Bei schonstem Wetter haben sich auch dieses Jahr gut 80 Schweizer Infektiologen mit einer
Handvoll Internationalen Experten getroffen und aktuelle Themen der Virologie diskutiert.
Das Meeting fand genau zu Beginn der diesjahrigen Grippe-Epidemie statt, passend zum
Thema Influenza, neben den beiden weiteren Themen HIV und Impfungen. Dem Scientific
Committee der neuen Fortbidlungs-Stiftung (SAFE-ID, Swiss Academic Foundation for Edu-
cation in Infectious Diseases) darf man ein Kranzchen widmen flr die sorgfaltige Auswahl
der hervorragenden Referenten. Einen grossen Dank auch an GSK Schweiz, welche durch
ihren unrestricted Grant die Durchfiihrung dieser Veranstaltung ermdglicht und auch dieses
Jahr wieder mit ausgezeichnetem technischem Support den reibungslosen Ablauf der Vor-
trage organisiert hat.

Impfungen

Geschichte und Zukunft der Entwicklung von Impfstoffen

Mit Stan Plotkin war wohl einer der Personen mit der gréssten Erfahrung im Bereiche des
Impfwesens Uberhaupt die richtige Person fir das erste Referat. In seiner Einfihrung hat
Manuel Battegay neben weiteren grossen Verdiensten des Vater der Rételn-Impfung auch
erwahnt, dass er der Herausgeber der ,Bibel“ der Vaccinologie, dem Lehrbuch ,Vaccine“ ist.
Stan Plotkin war nicht verlegen und entgegnete sofort: ,| hope the textbook Vaccine is more
coherent than the bible“.
Plotkin gab einen Uberblick iber die wichtigsten Aspekte der Impfstoffentwicklung. Zunéchst
unterschied er die Méglichkeiten bei Lebendimpfstoffen und Tot-Impfstoffen. Erstere kén-
nen hergestellt werden durch
Verwendung eines ahnlichen Virus von Tieren (Bsp. Kuh-Pocken)
Chemische Attenuierung
Passage in vitro und in vivo
Passage in Zellkulturen
Ausotrophy
Reassorting
Letztere Methode ist die modernste und diirfte vermutlich die Methode der Zukunft werden.
Bei den Tot-Impfstoffen sind folgende Methoden gebrauchlich:
= Inaktivierung des ganzen Errregers
= Extrakte und Untereinheitien
= Toxoide
= Kapsel-Polysaccharide
= Aufgereinigte Proteine

U R A VY

Construction of Influenza Vaccine Strain
By Reassortment

Als Beispiele erwahnte er den Polysaccharid- L / L/
Impfstoff fir Meningokokken (A, C, W135/Y).
Dieser wurde antigenetisch verbessert durch die

Peptid-konjugierung. oder als Beispiel fir die

Reassortment —Impfstoffe die Entwicklung der ) Human wild virus
neuen Influenza-Impfstoffe (s. Bild und auch un- Attenuated Master Strain <] Mixed infecton + selection
ten). Dabei ist das Prinzip einfach: man flgt ei- 4
nem gut bekannten, adaptierten ,Master-Strain® ‘
eines Impfvirus neue antigen-Komponenten bei.

Reassortant
Eine wichtige Verbesserung der Immunantwort 6+2

kann im Weiteren durch einen alternativen Appli-

kationsweg als die parenterale Gabe erreicht werden. Dies ist ja bereits seit der Polioimp-
fung bestens bekannt. Auch die Pocken-Impfung hat vermutlich nicht zuletzt von der kutanen
Applikation profitiert. Ein aktuelles Beispiel ist die Intranasale Gabe eines attenuierten In-
fluenza-Impfstoffes. Lee et al konnten zeigen (PIDJ in press) dass in eine Influenza Epidemie
mit einem anderen Virus als dem im Impfstoff verwendeten Virus immer noch eine fast e-
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benburtige Vaccine-Efficacy erreicht werden kann (86% vs. 96% bei Epidemien mit gleichem
Stamm in Zirkulation wie Impfung), was bei der konventionellen Impfung kaum je der Fall ist.
Ein interessantes Beispiel ist auch die Geschichte mit den Rotavirus-Impfungen. Dieser sehr
gute Impfstoff musste wegen einer seltenen Nebenwirkung, Darminvagination, zurtickgezo-
gen werden. Man ging davon aus, dass dies etwas mit dem Kultursytem zu tun hatte. Der
Impfstoff wurde in Affenzelllinien kultiviert. In der Folge wurde nun ein quadrivalenter bovin-
humaner Reassortant Impfstoff hergestellt. Dieser zeigte eine 75% Vaccine efficacy und ver-
hinderte zu 100% schwere Erkrankungen. Naturlich kamen auch hier Invaginationen vor,
doch in dieser Studie mit fast 70'000 Geimpften war die Haufigkeit unter der Impfung gleich
haufig wie unter Placebo.

Neuere Strategien der Impfstoffentwicklung nutzen die genetische Information des Erregers
als Grundlage. Dazu gehdren die

ol TR A A G e Reverse Genetics, die rekombinatn-
@@@@ L ) @ ten Protein-Produkte, aber auch die
@@@@ . }:’ bs;’ R/ ,naked“ DNA-Plasmide. Die Reverse-
NE NA M NS | 12plasmids Genetics diirfte die Impfforschung

revolutionieren, sie wird zur Zeit auch
@@@@@@@@ =y in der IanL_Jenza er)twicklung_ rasch
L 1 1L L 1 T T 1rvapolymersser ? vorangetrieben (Bild). Dabei werden
Mot St S al Slaogl onsotistion Plasmide, die ein Protein oder ein

S R o SAefR, Viral RNAS virales Genom exprimieren in eine
§ %7 Loy LA Lok Zelle gebracht, welche dann die
Renl gt | Feanasr e durch die Plasmide definierten Pro-
dukte (insbesondere die Virushiille
B RNAgslymerase] und die antigenetisch wichtigen Ei-
[> RNA polymerase Il weisse) produziert. Wichtig ist, dass

premoter

sich die Zelllinie, welche fir die Impf-
stoffproduktion verwendet wird, fiir
Impfungen eignet. Gut etabliert ist der Einsatz von Vero Zellen.

Eine erfolgsversprechende Impfung, die bereits in klinischen Studien ist und mit solchen vi-
rus-ahnlichen Partikeln funktionniert, ist die Impfung gegen HPV-16. Nach 18 Monate beo-
bachtungszeit hatte die Impfung einen 100% Schutz vor Infektion und nach 4 Jahren immer-
noch von 94%, wobei auch nach 4 Jahren bei keiner der geimpften Frauen eine intraepitheli-
ale Neoplasie fand (CIN).

Plotkin sprach auch noch tiber mégliche Vorteile einer DNA-Plasmid Impfung. Diese kénnte
bei Neugeborenen als priming eingesetzt werden. Sie bewirkt, dass sich das Immunsystem
richtung Th1 Antwort entwickelt um einer Allergie-Entwicklung vorzubeugen. Man geht davon
aus, dass die Entwicklung einer Th2 basierten Immunantwort, wie dies z.B. bei Parasiten
und einingen Impfungen vorkommt, die Entwicklung von Atopien begunstigt. Die Th1 Im-
munantwort fihrt auch zu einer starken Auspragung des Immunologischen Gedachtnisses.
Allerdings missen DNA-Impfungen immer in einer Prime-Boost-Strategie appliziert werden.
Fir den boost braucht es ein Impfung mit einem Protein vom selben Gen-Produkt wie die
DNA-Impfung.

Weitere interessante Ideen zur Impfstoffentwicklung sind die ,Reverse Vaccinology®. Hier
werden durch Computeranalyse eines Genoms die moéglichen Open-Reading Frames (die
einzelnen Gene, welche ein Protein
kodieren) fir Oberflachenproteine
vorausgesagt. Diese werden dann
produziert und im Mausmodell auf
deren neutralisierende Wirkung hin
gepruft (Capecchi et al. Curr. Iss.
Biol., 2004).

Schon erwahnt wurden die alternati-
ven Applikationswege. Ein wichtiges
Immunogenes Organ ist die Haut mit

Adhesive patch backing
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den zahlreichen Antigen-prasentierenden Langerhans-Zellen. Verschiedene Methoden wer-
den entwickelt um Antigen Uber die Haut zu applizieren. Sicher findet eine solche Methode
auch eine héhere Akzeptanz bei Mattern von Kleinkindern. Zum Schluss zeigte Plotkin eine
Applikation eines Pflasters mit ganz feinen Nadel, sog. Mircroneedles. Mit einem solchen
Applikator wurde zum Beispiel die Immunantwort (Antikorper-Titer) gegen Hepatitis B, mas-
siv verbessert. So zeigten praktisch alle Immunisierten schon nach der 2. Impfung einen Ti-
ter von >1000 (Mittel ca. 3000) wahrend der mittlere Titer nach der 2. im. Impfung auf gut
100 anstieg (Nature Medicine, 8(4):415-419,1 2002).

Persistenz der lebenslangen Immunitat bei Impfungen

Adriano Lanzavecchia behandelte in seinem Vortrag die Rolle der Toll-like rezeptoren (TLR)
fur die Aktivierung von B-Zellen. TLR sind Zellmembran-Proteine, welche fiir die natirliche
Immunitat verantwortlich sind (s. dazu auch Vortrag von D. Trono). Sie erkennen mit ganz
einfachen Sequenzen gewisse Pathogene.

Naive B-Zellen exprimirene keine TLR. Sobald diese aber stimuliert werden, werden die TLR
induziert und auf der Oberflache prasentiert. Die Memory-B zellen, hingegen exprimieren
immer gewisse TLR (2,6,7,9,10). Lanzavecchia hat nun die Rolle der TLR bei der B-
Zellaktivierung untersucht.

Damit eine naive B-Zelle aktiviert wird, braucht sie drei Signale: T-Help, anti-lg, und ein Sig-
nal fir den TLR (z.B. CpG). Die Gruppe hat nun schon gezeigt, dass zuerst mit der Antigen-
prasentation durch die T-zelle mit dem Costimulationssignal die TLR aufreguliert werden.
Erst wenn dann der TLR auch noch aktiviert wird, kommt es zur effizienten Proliferation der
B-Zelle. Da heisst, die Aktivierung der TLR auf menschlichen B-zellen kommt erst nach der
Aktivierung des B-Zell-Rezeptors.

Im gegensatz dazu ist fur die Aktivierung einer Memory-B-Zelle nur noch ein Signal nétig, es
genugt eine Aktivierung des TLR: Dies erklart die polyklonale Stimulation durch B-Zellen.

In einem zweiten Teil des Vortrages hat der Referent gezeigt, dass Dendritische Zellen (DC),
welche auch durch TLR-agonisten aktiviert werden, durch das zusammenwirken mehrerer
TLR-Agonisten starker aktivierbar sind (synergistische Stimulation). Dies haben sie unter-
sucht, indem sie pathogene TLR verwendeten, welche LPS und solche, welche CpG-
seugenzen erkennen. Diese Co-Stimulation fuihrt zu sehr hoher IL-12 produktion der DC,
selbst ohne T-Cell-Help. Die synergistische Stimulation firht zu einer Polarisierung der T-
Zellnatwort richtung Th1.

Im dritten Teil

CCR7+ CD62L+ IL-7R+ : i
. T ging es um zwei
C&% ________________ M verschiedene
T naive /&v
Formen von

) Survival of the fittest M
emory-T-
% ‘ ~~~~~~~~~~~~ Zellen. Man
“““ - ‘ Ten unterscheidet
sog. central
0 " memory (Tem)
(] und effector
memory (Tem) T-
Zellen. Erstere finden sich in den T-zell arealen von LK und Milz. T, finden sich im periphe-
ren Gewebe. Welcher Typ von Zelle nun aus einer naiven T-Zelle entsteht, ist nun nach der
Meinung des Referenten eine Frage der Stimulation durch DC. Ein schwaches signal fihrt
zum absterben der T-zelle durch ,neglect®. Ein sehr starkes Signal fihrt auch zum Zelltod
durch Antigen-induzierten Zelltod. Dazwischen gibt es nun zwei Mdglichkeiten, eine schwa-
chere Stimulation macht aus der Zelle eine T, (CCR7+), die in die lymphatischen Organe
wandert und eine etwas starkere Stimulation dann eine T, (effektor Zelle) welche in das
entziindliche Gewebe wandert (CCR7-). Der Referent prasentierte dann die Hypothese, dass
die nicht gezielt in ihre Zielgewebe abwandern, sondern dass sie durch reine Selektionsme-
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chanismen genau dort bleiben, wo sie, aufgrund ihrer Oberflachenmarker am besten hinpas-
sen (Sallusto & Lanzavecchia, Science 2000). Die Hypothese soll nun noch verifiziert werden
durch dein Einsatz von CCR7 depletierten Mausen.

Im vierten Teil des Referates hat er gezeigt, wie man erfolgreich monoklonale antikérper von
memory B-Zellen produzieren kann. Antikdrper-Therapien sind ein altes Prinzip in der Medi-
zin. Die ersten Serumtherapien wurden im 19. Jahrhundert mit verschiedenen Pferde-
Antiseren (z.B. Tetanus) durchgefiihrt. Seit 1960 wurden dann spezifische Immunseren von
Blutstpendern eingesetzt. 1975 wurde die hybridom-Technik zur Herstellung von monoklona-
len Antikérpern (mAK) eingeflihrt. 1998 wurde mit Palvizumab der erste therapeutische mAK
eingefihrt. Zur Zeit sind mehr als 12 mAK fir nicht infektiose Krankheiten registriert.

Doch der beste Produzent von mAK ist der Mensch. Auch bei HIV sind alle breit neutralisie-
renden AK menschlichen Ursprungs, jedoch in geringer Konzentration und Potenz. Die bis-
herigen Klonierungstechniken durch Fusion mit immortalisierten B-Zellen fihren nur zu sehr
geringer mAK Produktion. Die Autoren haben nun eine Klonierungstechnik entwickelt, mit der
mAK in hoher Konzentration produziert werden. Der Resultaten des ersten Teils des Refera-
tes folgend, haben sie bei der EBV-Immortlizierung von menschlichen Zellen einen TLR-
agonisten (CpG) verwendet. Durch diesen einfachen Trick liess sich die Immortalisierungsra-
te von <1% auf 100% steigern. Die Gruppe hat diese Technik mit Erfolg fir die Produktion
eines Sars-CoV Immunserums angwandt. Im Mausmodell war dieser mAK in kleinen Dosen
(200ug) protektiv (Traggiai et al. Nature Medicine 2004; 8: 871-875).

Interaktive Session

Diese interaktive Session Uber den Einsatz von Imfpungen bei Erwachsenen war sehr gut
vorbereitet und hat war hoch interessant, weil sehr praktische Aspkete, welche allgemein zu
wenig bekannt sind, diskutiert wurden.

Einige Take-home messages aus dieser Session sind:

Hepatitis-Impfung (A und B)
Was soll man tun, wenn eine unvoll-

sténdige Impfung (A und B) schon Protection against hepatitis B requires...

Jahre zurlckliegt. Eine Serologische Spleen / lymph nodes

Abklarung ist sinnlos. Die unvollstan- MemoyBeels| Bone

dige Impfung ist sicher ungeniigend. ® p o) Marrow  Blood
Man muss also auf jeden Fall wieder Ag ( 19G

impfen (falls Impfschutz erforderlich, i>.® e
Beruf, Reisen). Nach der Booster- ® B : ©
Impfung (bei unvollstandiger Basis- AAV“"W maturation
impfung) sollen die HbsAk gemessen ,
werden. Sind diese > 100, kann davon 2 (1) doses > 4 months for <:> b3°v";;':?r?e
ausgegangen werden, dass genugend for priming avidity maturation or exposure
Memory-Funktion vorhanden war. Ist

die Konzentration <100, muss die Imp- ﬂ If efficient... @ Anti-HBsAg

» | > 100mUl/ml

fung in 4-6 Monaten wiederholt wer-
den. So lange dauert es, bis es zur
Laffinity maturation kommt. HAV soll auf jeden Fall und ohne AK-Testung ein zweites Mal
wiederholt werden.

Was tun, wenn anti-HBsAg negativ ist: Hier gibt es folgende Mdglichkeiten: das wichtigste
ist eine durchgemachte HBYV infektion vor der Impfung, somit muss anti-HBc getestet wer-
den. Falls wirklich ein non-responder vorliegt, erneute Impfung in 6 Monaten mit kombiniertn
HAB/A Impfstoff.



15 Meetina. Januarv 14-16. 2005 Saanen Seite 6 von 17

Claire-Anne Siegrist hat hier auch erwahnt, dass low-responer vermutlich geniigend ge-
schitzt sind. Es gibt bis heute gar keine Falldokumentatin eines chronischen Verlaufes einer
HBV-Infektin bei Infektion eines Non-Responders

MMR-Impfung und Schwangerschaft

Die Imfpung ist kontraindiziert. Das Problem ist die Angst vor einer Rubella Embryopathie.
Man findet nach MMR-Impfung wahrend SS IgM im Nabelschnurblut. Allerdings fand sich bei
mehr als 1000 geimpften Schwangeren in keinem Fall eine fétale Anomalie oder ein congeni-
tales Rubella Syndrom. Aus diesem Grunde wird nicht empfohlen, vor einer Impfung einen
SS-Test durchzuflihren. Auch wenn es einmal passiert, ist kein SS-Abbruch indiziert.
(MMWR 1998;47(RR-8):1-57.WER 2000;75:161-9. MMWR 1990;39(RR-15):1-18.BAG
Suppl. XlI, 2003.)

Kombination von Lebendimpfstoffen

Grundsatzlich sollte zwischen zwei Lebendimpfstoffen ein Abstand von 28 Tagen eingehal-
ten werden. Auch bei Yellow-Fever und MMR wird gelegentlich der Abstand jedoch bis 2
Wochen ohne Probleme reduziert.

VZV-Impfung
Die neuste Empfehlung des BAG rat zur

VZV-Impfung im Adoleszentenalter wegen | g\iss Recommendations for VZV vaccination
der relativ hohen Morbiditat und Mortalitat

. . Routine: All youngsters aged 11 to 15 years
(1:3000) der E[krankung Im Er\{vaChse' with no precise history* of chicken pox
nenalter. Gemass einer Schweizer Unter-
suchung haben von allen mit negativer Catch up: All adults with no precise history* of

o/ i . . chicken pox particularly non pregnant women of child-
Anamnese 26% eine negative SerOIOgle bearing age, HCWs and people professionally in contact

(Baer G & al. ICAAC 2001, Abstr G 1549) with children *Serology (IgG) control acceptable in this setting
Die postive Anamnese stimmt in 98%.

Eine serologische Testung bei negativer Se(ljecti\lle:. I'Setr'oneg.;ative subjects at high risk of
oder fraglicher Anamnese ist zwar etwas eveloping compleations: .

. . . . X » Patients bound to receive an immunosuppressive therapy or a
umstandlicher aber gunstiger. Die Kosten transplantation
pro verhinderte Infektion belaufen sich fiir > Children with ALL and HIV infected children (fulfiling specific criteria)

" ocooning: Seronegative household contacts o

die Schweiz auf 630 Fr., wenn vor der C ing: Seronegative household contacts of
Impfung die Serologie gemacht wird seronegative high risk subjects

(1010.- wenn nur anamnestisch).

Das VZV-Impfvirus wird NICHT Ubertra-
gen. Es kann, ja soll sogar geimpft werden auch wenn Gefahrdete Personen in Familie sind
(Diaz PS & al. Pediatrics 1991; 87:166). Die VZV Impfung ist kontraindiziert, wenn eine ver-
anderte T-zell-Immunitat besteht oder bei systemischer (>0.3mg/kg, NICHT inhalativer!) Ste-
roid-Therapie. Nach Absetzen der Steroide, 1-3 Monate warten.

Ein Kind mit ALL soll in der Remission (>12 monate) und Lymph>0.7 dennoch geimpft wer-
den (1 dosis). Bei HIV-Infektion kann geimpft werden, wenn CD4>500.

Ein vesikularer Ausschlag kann mit Acyclovir behandelt werden (5 Tage p.os).

Varizellen sollte vor der Schwangerschaft geimpft werden. In der CH rechnet man mit 32
Fallen von Varizellen wahrend der SS. Dies hat ein relevantes Risiko flir die Neugeborenen.

Wahrend der SS ist die VZV-Imfpung kontraindiziert. Bei Exposition einer Seroneg.
Schwangeren muss sofort passiv immunisiert (Varitect, 0.2-1.0 mg/kg iv) werden.
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Gelbfieber

Am wenigsten wussten die Teilnehmer (ber die Gelbfieberimpfung. Auch diese Impfung ist
natirlich kontraindiziert wahrend der SS. Wenn nicht anders mdglich, kann geimpft werden.
Es gibt ein mdgliches Risiko von Spo-

nabort . Nur sehr selten lassen sich Postvaccinal meningoencephalitis following 17D YF vaccine
nach Impfung IgM im Nabelschnurblut Years | Age T o
nachweisen (Nasidi A et al. Trans R (m) | vaccinations | Encephalitis cases | Incidence/1000
Soc Trop Med Hyg 1993;87:337, Tsai 1952- | <6 1000 4 4
TF et al. J Infect Dis 1993;168:520, 1953 | 7-12 800 1 125
Nishioka S et al Trop Med Int Health tove | 1830 ! 05
1998;3:29). Ein Problem ist das 1991- |adults|  3'046'007 4 0.0013
schlechtere Ansprechen der Impfung 2003

. 1 i i inati
wahrend der SS. Daher muss nach e o o ooy Ve w0159
der SS allenfalls wieder nachgeimpft “Kitchener S, Vaceine 2004:22:2103

« 25 cases reported worldwide; 17 cases in infants < 6 months of age.

werden (Nasidi A et al. Trans R Soc
Trop Med Hyg 1993;87:337)

* 70% in male patients.
* Incubation period was 7-21 days.

« presents with fever, signs of meningeal irritation, convulsions, altered mental state.

Eine Encephalitis kommt relativ haufg
vor, besoners bei Sauglingen (s. Ab-
bildung). Die Inkubationszeit ist 7-21 Tage.

HIV

Angeborene Immunantwort gegen HIV

Didier Trono aus Genf hielt einen hochinteressanten Vortrag tUber die angeborene Resistenz
gegeniber Retroviren. In den letzten Jahren spricht man mehr Gber diese Form der Immun-
abwehr. Die Entdeckung der Toll-Like Receptors (s. Referat Lanzavecchia) ist nur ein Bau-
stein der jungesten Entdeckungen auf diesem Gebiet. In frGheren Jahren haben wir vile Gber
die erworbene Immunantwort bei HIV gelernt. Es ist Zeit, dass wir uns auch Gedanken tber
die viel grundlegendere natirliche Immunantwort machen. Diese angeborene Form der Im-
munantwort ist verantwortlich fur die Abwehr der Gberwiegenden Mehrheit von Erregern.
Diese grundlegende Immunantwort ist entwicklungsgeschichtlich viel alter, als die spezifi-
sche zelluldre und humorale Immunitat.

Vor knapp 30 Jahren hat Baltimore die Retroviren erstmals beschrieben. Die Beobachtung
ging davon aus, dass eine Virusinfektion (HTLV-1) die genetische Information eines Lym-
phozyten so verandern kann, dass dieser sein Programm andert und zum Lymphom wird.
Dies wurde méglich, indem das RNA Virus seine Erbinformation in die menschliche Erbin-
formation integriert. Doch dieser Schritt, ist in der Eukariontenzelle nicht méglich, den damit
wirde ja das Produkt einer Erbinformation (tRNA) plétzlich wieder neue Erbinformation
schreiben kdnnen. Heute wissen wir, dass Retroviren das hierzu verwendete Enzym, die
reverse Transkriptase selber in ihrem Rucksack mittragen und damit diese Informationsan-
derung bewirken kénnen. Diese Idee der Natur hat sich offenbar auch positiv ausgewirkt.
Denn heute wissen wir, dass 40% unserer Erbsubstanz in den Jahrmillionen Jahen unserer
Entwicklungsgeschichte durch reverse Transkription, also durch Retroviren entstanden ist
und sich mittels Selektionsprozess etabliert hat.

Wenn die Auseinandersetzung mit Retrviren aber ein entwicklungsgeschichtlich altes Pha-
nomen ist, so muss man doch postulieren, dass sich das angeborene Immunsystem relativ
effizient gegen eine Invasion von Retroviralen Elementen schiitzen muss, sonst werden wir
plétzlich nur noch Virus, oder wie Didier Trono treffend bemerkte: There is more viurs in us
than us in us.
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Trono untersuchte ein Element der angeborenen Immunantwort, das sogenannte APOBEC-
System. Es handelt sich dabei um eine Familie von Enzymen, sogenannte Cytidin Deamina-
sen. Diese Enzyme interferieren direkt bei der reversen Transkription indem sie beim Vorlie-
gen gewisser Nukleotid-Sequenzen der neu entstehenden DNA die Cytidin elemente in Ura-
cil Uberfihren (durch Deaminierung). Offenbar schiitzt diese Form gegen eine vielzahl von
retroviralen Angriffen. HIV seinerseits muss naturlich gegen diese Deaminase eine Waffe
entwickelt haben. Diese Waffe ist das vif-Protein. HI-Viren, welche kein Vif haben (A-vif),
konnen sich in der Zielzelle nicht etablieren. Offenbar ist vif wichtig. Doch wenn eine Zelle
kein APOBECS3G hat, dann kann auch ein A-vif Virus eine Infektion hervorrufen. Trono hat
dann gezeigt, dass dieses vif Protein tatsachlich das APOBEC System blockiert, also diese
Frm der ,alten” naturlichen Resistenz austrickst.

Das Studium dieses AOPBEC Systems ist

hoch faszinierend. Es zeigt sich, dass 100 5 mw/o Vif
APOBEC, im Speziellen APOBEC3G 1| o w Vif
zahlreiche Retroviren inhibiert. In der Ne- 10 4

benstehenden Abbildung wurde die Virus- ] -I_
replikation einiger Retroviren (HIV-1, SIV, 1
EIAV, MLV) in Gegenwart von
APOBEC3G gemessen (als % der Infekti-
ositat ohne APOBEC, dunkle Saulen). 0.1 4

Wenn nun diesen Viren noch vif begefiigt ] ﬁ "f
wird, dann ist die Hemmung des 001 1 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
APOBECS3G fast vollstandig aufgehoben HV-1 HV-1  col co2 SV EAV MLV
(getl’eifte SéUIGn). GFP LacZ HIV-1 HIV-1 GFP LacZ LacZ

Lacz LacZ

virion infectivity (%)

Ferner konnte Trono auch zeigen, dass das APOBEC3G (und -3F) die Infektiositat von
HTLV-1 blockieren kénnen. Diese Funktion geht auf eine gemeinsame Sequenz im Virusge-
nom dieser Retroviren (wie auch SIV) zuriick. APOBEC erkennt die ,fremden” Nukleotidse-
quenzen an einer spezifischen Sequenz. Allerdings verwendet das HTLV-1 Virus eine ande-
re Strategie zur Umgehung der Degradation durch das APOBEC System. Fur APOBEC 3G
z.B. TGGG oder TGGA. Das HTLV-1 Virusgenom weist nun deutlich weniger solche Se-
quenzen auf (ca. 60, verglichen mit ca. 150 bei HIV und SIV).

Das APOBEC System erklart auch einen Teil der Speziesbarriere fiir Retroviren. Es ist gut
bekannt, dass sich Affen nicht mit HIV und umgekehrt menschliche Zellen nicht mit SIV (si-
mian Immunodeficiency virus) infizieren lassen. Jede Spezies hat ihre eigenen, spezifischen
APOBEC. Es ist nun genau die Spezifitat des APOBEC systems, welche fiir diese Blockade
der Infektion verantwortlich ist. Effektiv ist es eine einzige Punktmutation in der spezirischen
Sequenz, welche diese Spezies-Barriere zwischen SIV und HIV erklart. Trono hat auch ge-
zeigt, dass das Murine Virus MLV durch das menschliche APOBEC3G jedoch nicht durch
das analoge murine APOBEC3 gehemmt wird.

100 Trono hat auch gezeigt, dass das APOBEC System
auch bei HBV wirksam ist. Auch HBV hat eine Retrovi-
rusfunktion. Ein intermdiares RNA-Transkript wird

10 durch diese rT-Funtkion wieder in DNA Uberflhrt. Eine
Zelle, die kein AOPBEC hat, produziert massenhaft
HBV-DNA und diese Produktion wird duch
™Y, APOBEC3G wieder gehemmt. Der Kreis schliesst sich
-+ - + - APOBEC3G dann wieder mit der Beobachtung, dass die Beigabe
R T von vif in diesem System die Funktion von APOBEC
weitgenend aufhebt (Abbildung links).

HBV DNA (%)

Wir Menschen unterscheiden uns ja nicht nur durch die Haarfarbe. Die Heterogenizitat unse-
rer Erbsubstanz ist eine wichtige Grundlage flir unsere Adaptationsfahigkeit und schliesst
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sicherlich auch das APOBEC-System mit ein. Es ist daher sehr gut denkbar dass es Men-
schen mit APOBEC-Formen gibt, welche flr durch das vif-Protein nicht blockiert werden.
Dies kénnte erklaren, weshalb viele Menschen resstent gegenlber einer HIV-Infektion sind.
Durch diese Heterogenizitat der Erbsubstanz wird sichergestellt, dass eine Spezies durch
eine Virusattacke nicht gleich ausgerottet wird. APOBEC sei Dank.

Wie sich HIV dem Immunsystem anpasst

Die im letzten Abschnitt gelobte Heterogenizitat unseres Genoms ist vermutlich ein dusserst
wichtiges Instrument unserer Adaptationsfahigkeit gegen Viren tberhaupt. Dass es einem
Virus wie HIV nun gelungen ist, diese Waffe auszutricksen ist méglicherweise nur ein vori-
bergehendes Phanomen, sicherlich aber Folge dessen hoher Adaptationsfahigkeit. Unsere
Spiesse im Kampf gegen HIV sind ungleich lang. Unser Generationenewechsel, die Gele-
genheit fir den Genwechsel, dauert gut 20 Jahre, wahrend HIV dies in einem Tag schafft.
Solange wir also unsere APOBEC (und andere) waffen nicht auf die neue Umgebung ausge-
richtet haben, bleibt HIV flr uns ein Problem. Rolf Zinkernagel hat in seinem Referat postu-
liert, dass dies vermutlich noch 200 Jahre dauern dirfte (s.unten, Impfkontroverse).

Jeder Mensch ist also anders. Das hat auch Folgen fir das HI-Virus. Simon Mallal hat in
seinem Referat die Frage beleuchtet, wie sich HIV nach der Infektion an die veranderte Um-
gebung anpasst. Mallal hat in den letzten Jahren untersucht, wie sich das Virus dem ,Finetu-
ning“ des Immunsystems anpasst. Wie schon oben erwahnt, ist die spezifische, auf unseren
HLA-Unterscheiden basierende Immunitat ein relativ junges Abwehrsystem. Es wird vermut-
lich nur fur den kleinsten Teil der Abwehr verantwortlich sein. Dennoch, das Virus muss sich
auch mit diesem System auseinandersetzten. Nun erkennt man tatsachlich, dass die meisten
Menschen, kurz nach der HIV-Infektion eine relativ starke, spezifische Immunantwort gege
HIV entwickeln. Gegen welche Aminosaurensequenzen diese Antwort ausgerichtet ist, wird
durch unseren HLA-Typus bestimmt. Unsere Immunzellen erkennen also gewisse Sequen-
zen an der Oberflache eines Virus.

Mallal hat nun in seiner Kohorte in Perth gezeigt, dass sich jedes HI-Virus nach der Infektion
eines Menschen mit einem neuen Immunsystem konfrontiert sieht und seine Oberflachen-
marker der neuen Umgebung anpasst. Es entstehen im Verlauf der ersten Monate der Infek-
tion regelmassig sogenannte ,Escape“-Mutanten, welche duch das soeben aufgebaute spe-
zifische Immunsystem (CD4, CD8) nicht mehr erkannt werden. Mit der Zeit wird das Reper-
toire des Immunsystems erschdpft und das Virus hat sich optimal an die neue Umgebung
angepasst. Das Resultat ist, dass jeder HIV-Infizierte ein Virus tragt, welches optimal an
seine HLA-Marker angepasst ist. Mallal kann fiir viele HLA-Marker genau sagen, welche
Sequenz des Virus erkannt wird. Die pradominante Sequenz beim chronisch Infizierten hat
dann eben diese Sequenzen nicht mehr.

Die fuhrt dazu, dass sich das Virus
bei jeder neuen HIV-Infektion an-
passen muss. Die Entstehung von
neuen Mutationen und das ver-
schwinden des urspringlichen
Virus aus der Zirkulation ist ein
aktiver Prozess der nach jeder
Viruslibertragung erneut ablaufen

CTL HLA A2,A3B7,B51 CTL HLA A1,A9,B8,B57

' Reverting Mut Reverting Mutatighs

muss (s. Abbildung) Dies durfte Donor HLA 1 Recipient HLA 2

auch erklaren, weshalb bei einer .
chronischen Infektion eine Super- Time
infektion mit einem neuen Virus

praktisch nie beobachtet wird, denn es ist sehr unwahrscheinlich, dass ein neues Virus so
gut auf das Immunsystem adaptiert ist wie das ,alte* Virus. Damit hat ein neues, superinfizie-
rendes Virus kaum die Chance das Rennen gegen den ,Insider” zu machen.
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Die Adaptationsfahigkeit des HIV hat aber auch seine Limiten. So hat Mallal sehr schén ge-
zeigt, dass die Mutationshaufigkeit auf einzelnen Positionen im HIV-Genom beschrankt ist,
wahrend andere Regionen weitgehend konserviert bleiben (z.B die Region um die RT-
Position 150). Jede Anderung des Virus kann auch eine Reduktion der Replikationsfahigkeit
des Virus bewirken. Somit wird das Virus nur solche Veranderungen vornehmen, fur welche
der Nutzen durch die Immune-Escape nicht vom Schaden vom Fitness-Verlust aufgehoben
werden. Das Verhaltnis dieser beiden Wrkungen hat Mallal als Odds-Ration ausgedrickt und
ferner gezeigt, dass Mutationen, die eine negative Odds ratio bewirken, deutlich seltener
auftreten, als solche, welche eine positive (aus der Sicht des Virus gunstige) Odds ratio auf-
wesen. Dies bedeutet, dass HIV Infizierte hohere Viruskonzentrationen aufweisen, wenn ihr
Virus optimal an deren HLA-Typ angepasst ist.

Diese Beobachtung einer maximalen individuellen Adaptation des HIV an das menschliche
Immunsystem (HLA-Typen) hat natlrlich Konsequenzen flr die Entwicklung von Impfstoffen.
Eine Impfung muss ein méglichst breites Spektrum von Virustypen abdecken. Doch wenn es
eine Impfung gegen das ankommende Virus bereits einen Schutz aufgebaut hat, dann durfte
das Virus eigentlich keine Gelegenheit mehr haben, escape mutationen aufzubauen. Die
bedeutet dann auch, dass das eine wirksame Impfung je nach breite der Immunantwort ei-
nen Teil der Menschen wirksam gegen HIV schitzen sollte.

Antivirale Therapie, Resistenz und Pharmakokinetik

Diese Session war aus meiner Sicht vielleicht die am unergiebigste Session. Johnathan
Schpiro hat zwar sehr schon die wichtigsten Regeln zur Interpretation von genetischer Resis-
tenztests erklart. Doch insgesamt war die Kochbuchartige Anleitung vor allem deswegen
wenig hilfreich, weil nicht darauf eingegangen wurde, wann sich eine Resistenztestung ei-
gentlich lohnt und worauf man bei der Resistenztestung noch achten soll. Was auch fehlte
war ein Vergleich der Interpretation von Phanotypischer und Genotypischer Resistenztes-
tung.

Eine wichtige Take-home message ist jedoch die Tatsache, dass sich die cut-offs fir die
Interpretation einer Resistenz verschieben, insbesondere bei den Protease-Hemmern. Dort
ist auch wichtig zu wissen, dass man noch oft eine Infektion mit intermediar resistentem Vi-
rus gut behandeln kann, wenn die Dosis genligend hoch gewahlt wird.

Dies flihrt auch gleich zum zweiten Teil, zum Phramakokinetik-Vortrag von Laurent Decoste-
red. Doch auch hier waren die Informatinen relativ alt. Die Take home messge auch hier in
Kirze: Blutspiegelbestimmungen sollten vermehrt durchgeflihrt werden, sicher bei komple-
xen Interaktionen mit anderen Medikamenten, aber auch zur Optimierung von Wirksamkeit
und Nebenwirkungen (gut gezeigt fur Efavirenz).

Interaktive Session

Diese Interaktive Session hatte zum Ziel, die wichtigsten Prinzipien bei der HIV-
Resistenztestung zusammenzufassen. Im Weiteren wurden auch Unterschiede zwischen der
phanotypischen und der genotypischen Resistenzbestimmung diskutiert.

Einigkeit besteht heute eigentlich nur in einem Punkt: Eine HIV-Resistenzbestimmung sollte
vor der ersten Therapie gemacht werden. In dieser Situtation ist die Resistenzbestimmung
am hilfreichsten, weil auch keine frihere Medikamentenanmnese weiter hilft (es sei den,
man kenne die Infektionsquelle). Da sich resistente HI-Viren mit der Zeit auch wieder dank
Gewinn an Replikationsfahigkeit in nicht resistente Form zurtickmutieren kénnen, sollte die
HIV-Resistenzbestimmung so frih wie mdglich veranlasst werden. Entweder man testet den
Patienten gleich bei der ersten HIV-Diagnose oder man behalt von dieser Plasma-Probe ein
Aliquot, welches spater bei Bedarf fiir die HIV-Testung eingesetzt werden kann.
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Kontroversen im Reiche der HIV-Impfung

Personlich muss ich sagen, dass ich mir von der pro/kontra Prasentation durch Giuseppe
Pantaleo (pro) und Rolf Zinkernagel etwas mehr Kontroverse erwartet habe. Es bleib bei
einer Vorstellung der beiden Positionen, ohne dass es wirllich um einen Disput ging. Und
beide Kontrahenten haben auch relativ wenig tber die HIV-Impfung selbst berichtet.

Dennoch, die beiden Prasentationen waren jede fur

sich sehr interessant. Pantaleo (Lausanne) hat sich e

in seinem Referat mit grossem Engagement daflr @
eingesetzt, dass Aufgrund der massiven weltweiten i
Problematik durch die HIV-Infektion ene HIV- s,
Impfung nun wirklich in klinischen Studien erprobt -“.‘..T"é_",n«“f:,;

werden misse. In Lausanne lauft nun eine erste
Placebo-Kontrollierte klinische Studie mit einem
Impfstoff der Firma Aventis Pasteur (s. Bild).

Zunachst ging Pantaleo auf die mdglichkeiten der Immunitat ein. HIV wird sowohl zell-frei,
wie auch zell-assoziiert (Provirus) Gbertragen. Eine Impfung misste somit beide Formen
verhindern kénnen. Freie Virus-Partikel missten durch virus-spezifische neutralisierende
Antikérper blockiert werden, virus-infizierte Zellen missten durch eine virus-spezifische cyto-
toxische Immunantwort (CTL) eliminiert werden. Somit musste eine gute Impfung beide For-
men der Immunantwort blockieren konnen. Andererseit kann man wohl kaum erwarten, dass
es gegen HIV eine sterilisierende Impfung geben wird (Imfpung, die jegliche Infektion verhin-
dert). Doch es ware schon gut, wenn eine Impfung eine chronische HIV-Infektion verhindern
oder mindestens limitieren kdnnte.

Die Tatsache dass es Menschen gibt, die erfolgreich die HIV-Replikation trotz infektion ver-
hindern kénnen, dasss eine spezifische Immunantwort gegen HIV beobachtet wird, dass
eine gute Immunantwort zu einer tieferen Viruslast fuhrt (was einen besseren verlauf bedeu-
tet) wertet Pantaleo als Argumente, dass eine Impfung méglich sein wird. Doch er bekennt
auch, dass die virale Diversifitat, die Escape-Mutanten, die Beobachtung von Superinfektio-
nen schwierige Hirden auf diesem Weg darstellen.

Pantaleo zeigt dann zwei Beispiele von Patienten, die unmittelbar wahrend der Primoinfekti-
on behandelt wurden und anschliessend nach Absetzten der Therapie eine vollstandige,
spontane Suppression der Viruslast Gber mehrere Jahre aufwiesen. Diese beiden Patienten,
wie auch andere long-term non-Progressoren haben eine sehr gute HIV-spezifische CD8
Immunantwort. Diese zeichnet sich dadurch aus, dass die spezifisch auf HIV-Peptide reagie-
renden Zellen relativ haufig sowohl Interferon-Gamma wie auch IL-2 sezernieren. Pantaleo
postuliert, dass solche polyfuntkionellen CD8 Zellen ein Mass sein dirften fur die Beurteilung
eines protektiven Imfpstoffes.

Im Rahmen der ,Kontra® Position hat sich Rolf Zinkernagel auf sehr allgemein giltige Immu-
nologische Prinzipien berufen und mit dieser Darstellung — ohne sich nun speziell um die
Frage der HIV-Impfung kiimern zu missen — relativ elegant Zweifel gesetzt, ob eine HIV-
Impfung je einmal méglich ware. Er hat sich auch in seiner Einleitung dahingehend geaus-
sert, dass wir uns, nachdem nun in den letzten 10 Jahren wenig Innovatives im Impfsektor
lief, vielleicht eher besinnen sollten, ob wir nicht mit ganz anderen Denkmodellen die Sache
anpacken sollten.

Zinkernagel leitete sein Referat ein mit der Feststellung, dass wir es bei HIV mit einem nicht-
zytopathischen Virus zu tun haben. Die Eigenschaft solcher viren ist es eben, dass sie ihre
Wirtszelle nicht zerstéren (im Gegensatz zum zytopathischen Virus). Sie kénnen jedoch im
Rahmen der Auseinandersetzung mit dem Immunsystem zu einem immunologisch bedingten
Schaden fiihren. Je besser ein Virus sich an den Wirt angepasst hat, desto geringer wird
dieser Zytopathische Schaden. Zinkernagel wies dabei immer wieder darauf hin, dass diese
Adaptation, die aber mindestens 200 Jahre dauern duirfte, vermutlich langerfristig die einige
Waffe des Menschen sein wird, mit der wir uns gegen HIV wehren kdnnen (s.dazu auch den
Abschnitt Gber die natirliche Immunitat).
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Im Zentrum seiner Ausfiihrungen sind dann auch Uberlegungen — ausgehend vom LCMV-
Modell — zur humoralen Immunantwort mit neutralisierende Antikdrpern. Zytopathische Viren
werden mit cytotoxischen Zellen (CTL) und neutralisierenden Antikorpern (nAK) eliminiert.
Dies gelingt nur, wenn die Infektionsdosis gering ist. Bei non-cytopathischen Viren verhalt es
sich anders: Hohe Virusdosen flhren zu einer Ausschaltung der CTL. Tiefe Dosen fuhren zu
einer sehr guten CTL-Antwort, welche die Virusreplikation kontrolliert. Dies ist die Situation
des Long-term non-Progressors (LTNP). Bei HIV gibt es kaum etwas dazwischen, entweder
LTNP oder chronische Viramie.

Bei LCMV gibt es nun sehr interessante Experimente: nach der primaren Kontrolle durch die
CTL gibt es escape mutanten. Doch obwohl in diesen Experimenten alle Mause genetisch
identisch sind, kommt es bei einigen Mdusen zum Virus-Anstieg. Dies ist ein zufalliges Er-
eignis. Die Mause entwickeln escape Mutanten, doch es ist nicht ein Unterschied in der CTL.
Diese Mause haben ein Virus, welches den nAK durch die Latten ging. Interessant ist, dass
jedes Serum der anderen Mause, nur nicht das eigene, die Viruslast bei ihr senken kann.
Damit nAK entstehen (und persistieren) kdnnen, braucht es Antigen. Je mehr Antigen da ist,
desto besser die nAK-Stimulation. Doch bei HIV ist es bereits zu viel und die CTL wird er-
schopft.

Im LCMV-Modell konnte gezeigt wer-
den, dass bei Fehlen einer CTL-
Antwort (durch anti-CD8) die Hyper-
gammaglobulindmie welche im Rah-
men der ersten CTL-Antwort auftritt
auch gehemmt wird. Interesanterweise
kommen dann auch die nAK friher (n.
20 Tagen statt nach 100-200 Tagen)
und der Immunschaden (Bsp. Milz)
bleibt aus.

Es scheint so, dass sich die Virus-Wirt
Interaktion Uber Jahrzehnte so balan-
ciern muss, damit genau die richtige
Menge Antigen entsteht, welche die
rechtzeitige Bildung von neutralisierenden Antikdrpern zulasst.

Zinkernagel stellt dann die Frage, weshalb alle wirksamen Impfstoffe via nAK wirken. Als
Beispiel zeigt er ein Vesicular-Stomatitis-Virus modell: Hier zeigt er, dass nur das Immunse-
rum (nAK) nicht aber T+B zellen von immunen Mausen frisch infizierte Tiere schiitzen kon-
nen.

Abschliessend stellt er dann noch sein interessantes Modell der Auseinandersetzung mit
non-cytopatischen Viren nach der
o Geburt dar. Diese Viren infizieren uns
persistent virus . .
famurretber A milk Ab s in der Regel wahrend oder kurz nach
i ot Serimagiam™ | der Geburt aus unserer unmittelbaren
A Umgebung oder Uber die rasch sich
ausbildende Darmflora. Die ausge-
wogene Balance zwischen protekti-
ven neutralisierenden mutterlichen
Antikérpern, dem langsmen Anstieg
a b der kindlichen Antikérperproduktion
— . . — —— fihrt zu einer optimalen Abdeckung
attenuation of systemic infections der Ilmmun.antwort _und 2u elne,r sich
e —_ - kontinuierlich entwickelnden eigenen
attenuation of gastro-intestinal infections Abwehr. Diese wohl balancierte Ant-
wort ist ideal fUr die optimale Immun-

maternal Ab
in serum
vaccination

in offspring



15 Meetina. Januarv 14-16. 2005 Saanen Seite 13 von 17

antwort. gegen diese Erreger (s. Abbildung). So gesehen, ist eine Krankheit wie Polio ein
Problem der Hygiene. Waren wir weiterhin dem Antiegen ausgeliefert gewesen, hatte Polio
sich gar nie im epidemischen Ausmass manifestieren kénnen.

Influenza

Pathogenese

Der Vortrag “Why Influenza Kilss and Will Kill Again?” vom eigens aus Japan eingeflogenen
Yoshihiro Kawaoka war ein Feuerwerk und didaktisch hochstehende Einfiihrung in die Pa-
thogenese der Influenza. Er hat Gber die neusten Erkenntnisse zur Spanischen Grippe und
zur Antiviralen Resistenz berichtet.

Spanische Grippe, 1918/19

Wahrend der Spanischen Grippe-Epidemie sind viele junge Menschen an Pneumonien ge-
storben, sicher auch durch Superinfektion aber mehr noch an viraler Pneumonie selbst, wie
man erst seit kurzem weiss. Die Untersuchungen zur Spanischen Grippe konnten ganz neu
aufgerollt werden durch das Studium von Lungenproben, welche von an Grippe verstorbe-
nen und im Permafrost begrabenen Soldaten gewonnen wurden (Reid et al, PNAS, 1999,
Reid PNAS, 2000). Seit diesen Arbeiten weiss man, dass es sich dabei um ein H1N1 Virus
gehandelt hat. Mittels reverse genetics kdnenn Kawaoka und sein Team Influenza-Viren her-
stellen (Produktion von Plasmiden, welche die viralen RNA exprimieren und solchen welche
die viralen Proteine exprimieren, diese werden in Verozellen zu infektiosen Viren gemacht, s.
oben). Die Autoren haben nun Influenza-Viren produziert, welche das Hamaglutinatinin (HA)
und die Neuraminidase (NA) der Spanischen Grippe tragen.

Werden nun Mause mit diesem Virus infiziert, (nicht aber bei Infektion mit einem gewdhnli-
chen Grippevirus, Memphisstamm), dann sterben die Mause an Pneumonie. Es genlgt so-
gar das HA der Spanischen Grippe alleine fur diesen Effekt. Die Pneumonie die man dabei
fand war ein deutliches lymphocytares Infiltrat mit Hamorrhagien, im Sinne einer viralen
Pneumonie. Dies konnte auch bei einer Farbung der Lungenschnitte mit einem Antikérper
gegen virale Proteine gezeigt werden. Die Lugnen der Mause, die mit 1918-HA infiziert wur-
den waren voll Virusprotein, hingegen fand sich praktisch kein Protein bei den (Memphis-)
Kontrollmausen.

Die Infektionen mit dem 1918-HA Virus zeigten auch eine viel starkere Sekretion von Zytoki-
nen (MCP1, MIP-1, MIP-3, MIP-2, diverse Internleukine und G-CSF) welche Makrophagen,
Leukocyten und Neutrophile aktivieren respektive ins Gewebe rekrutieren. Dies erklart die
auffalligen zellularen Infiltrate in diesen Lungen und die rasch letal verlaufende Klinik der
Spanischen Grippe.

Von Influenza wissen wir, dass sich die Viren, die bei Végeln CH20H
vorkommen, von denjenigen des Menschen unterscheiden. -
Und habe diese Viren eine unterschiedliche Affinitat zur Sia-

linsdure, dem eine Oberflachenmarker der Wirtszelle an

welchen das Virus mit der HA andockt. Die Verkettung der

Sialinsdure mit der Galaktose der Zelloberflache kann

grundsatzlich auf zwei Arten erfolgen, die a2-6 oder die a2-3

Bindung. Erstere (Abbildung rechts, oben) kommt bei den CH20H
Primaten vor, letztere (Abb. Unten) bei den Végeln Mehr vl
dariber auch im Vortrag von Dr. G. Eich anlasslich des 9.
St. Galler Infekttages)

Die Schweine haben beide Verbindungen, weshalb sie sich )

als Zwischenwirt anbieten.

Die Influenza Viren der Végel, sind schlecht an die a2-6 Bin-

dung adaptiert. Dies ist der Grund, weshalb diese Viren sich schlecht von Mensch zu

-

OH
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Mensch Ubertragen lassen. Auch das H5N1 Virus der aktuell zirkulierenden Vogelgrippe ist
(noch) in der a2-3 Formation. Kawaoka hat nun gezeigt, dass das 1918 Virus auch wie er-
wartet die a2-6 Bindung bevorzugt.

Weiter hat die Gruppe noch untersucht, wie gut die heutige Bevdlkerung das Virus der Spa-
ninschen Grippe neutralisieren wiirde. Tatsachlich findet sich nur bei Personen, die vor 1925
geboren sind ein hoher Titer an neutralisierenden Antikérpern. Dass alle untersuchten aus
jener Generation aber noch deutliche Titer an neutralisiernden Antikdrpern aufweisen, ist
bemerkenswert. Wenn man nun der o0.g. Theorie von Rolf Zinkernagel glaubt (s. oben), wo-
nach man nur AK macht, wenn man auch mit Antigen konfrontiert wird, dann ware dies ja
schlecht erklarbar. Doch das Phanomen wird als antigenic sin bezeichnet. Wenn Menschen
mit Influenza konfrontiert werden (was praktisch jahrlich der Fall ist) dann machen diese eine
starkere Immunantwort gegen ahnliche, friiher erworbene Antigene als gegen das aktuell
vorhandene Antigen. Diese ,antigenic sin“ hat fur mehr als 80 Jahre persistiert, was schon
bemerkenswert ist!

Virostatika

In diesem Teil seines Referates hat Kawaoka eine Ubersicht (iber die Antiviralen Substanzen
gegen Influenza gegeben. Dabei ist er speziell
der Frage nachgegangen, wie es sich mit der
Viralen Resistenz verhalt wahrend einer Be-
handlung. Es ist bekannt, dass nach einer The-
rapie mit Amantadin ca. 30% der Virustamme
resistent sind. Die Autoren haben nun aber die
Resistenz wahrend der Infektion gemessen und
gefunden dass rund 80% aller Patienten wah-
rend der Therapie Resistenzen gegen Amanta-
din entwickeln, die dann spater wieder ver-
schwinden. In einem Patienten kénne 2-3 ver-
schiedene Resistenzmutationen entstehen. Die
nebenstehende Abbildung zeigt eine Reihe von
untersuchten Kindern in einer solchen Untersuchung mit den Uber die Zeit beobachteten
Resistenzmutationen.

D) nERERERAEY

Anders ist die Situation mit den Neuraminidasehemmern. Hier treten Resistenzen bedeutend
seltener auf, 5.5% bei Kindern und 0.4% bei Erwachsenen. Analog zur 0.g. Unterrsuchung
haben die Japanischen Autoren bei 50 Kindern unter Oseltamivir-Therapie Viruskulturen vor
und anch der Therapie vorgenommen. Insgesamt hatten 18% (n=9) der Kinder Resistenzen.
Was bisher unbekannt ist, ist die Frage, wie ansteckend diese resistenten Viren sind.

Impfstrategien gegen Influenza

John Wood hat zunachst einmal die gangigen Impfstoffe zusammengefasst. Heute werden
vor allem inaktivierte subunit-Vaccine verwendet oder inaktiviertes ganzes Virus. Die Technik
von Berna mit den virosomalen Vakzinen (Lipidhullen mit eingebetteten Oberflachenprotei-
nen).

Bei der Virusentwicklung wird jedes Jahr der gleiche Fahrplan abgewickelt. Im Januar wer-
den weltweit die zirkulierenden Viren Uberwacht, im Februar wird entschieden, gegen wel-
ches Virus man in der nachsten Saison impfen will und dann geht die Produktion los bis dass
der Impfstoff im Juni in Konzentrierter Form vorliegt, im Juli in die Endfassung gebracht und
in klinischen Studien geprift wird. Im September ist dann die erste Charge zum Versand
bereit.

Dieses lange Prozedere sollte wenn immer moglich abgekirzt werden, doch dies ist nicht so
trivial. Als neue Wege fur eine Influenza-Vaccine bieten sich insbesondere die Reverse Ge-
netik an (s. oben). Ein grosses Problem bei der Impfstoffherstellung ist die Verfugbarkeit von
geniigend (sterilen!) Hihnerembryonen. Daher versucht man heute, einen Impfstoff auf Zel-
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llinien zu zlichten. Dies ware in mancher Hinsicht einfacher. Zur Zeit werden verschiedene
Ansatze geprift, zwei Methoden (auf MDCK-Zellen, Fa Solvay, resp. Vero-Zellen der Fa.
Baxter) sind bereits lizenziert. Weitere Entwicklungen (MDCK in Supsension, GSK und
PER.CG6 in suspension, Aventis) sind weit fortgeschritten.

Eine weitere wichtige Entwicklung betrifft die Adjuvantien. Hier werden neben verschiedenen
Salzen, auch Virosomen, proteosomen und andere bakterielle Komponenten getestet. En-
tscheidend ware, wenn das Aduvans auch eine mukosale Applikation ermdglicht. Dies ver-
spricht eine sehr viel bessere Immunitat.

Ein interessanter Ansatz ist die Impfung gegen ein anderes Protein des Influenza Virus, das
M2 Protein, da dieses keinen antigenic drift durchmacht. Dies wirde bedeuten, dass mit ei-
nem Impfstoff eine Uber mehrere Jahre stabiler Impfschutz erreicht werden kdnnte.
Tatsachlich ist ein solcher Impfstoff erfolgversprechend, wie die ersten Tierexperimente zei-
gten (Neirynck et al, 1999). In diesen Experimenten wurden 11/12 geimpften Tieren ge-
schitzt (11/12 Kontrolltieren starben) und das Immunserum der geimpften tiere schitzte
auch wieder 12/12 Mausen und 1/12 Kontrollen.

Die aktuell gerade zugelassenen neusten Im-
pfstoffe sind lebendimpfstoffe. Diese scheinen
eine Vaccine-Efficacy von Uber 90% gegen
homologes und 86% gegen “drifted” Viren zu
haben (Treanor et al, 1999 oder Belshe 2000).

Reverse Genetics
to generate novel
influenza viruses

oo
0o

N

Auch Wood ging wieder auf die “reverse gene-
tics” ein. Diese (Abbildung links) wurde schon

g _.O% / el oben erklart. Diese Methode ist besonders
3 %o virus erfolgversprechend wenn es darum geht, ge-
7 gen einen Pandemie-Influenza-Stamm mo-
Virus 2 glichst rasch eine wirksame Impfung zu er-
zeugen.

Ebenfalls unter Entwicklung sind weitere Adjuvantien, welche die Immunantwort verbessern
sollten.

Influenza Pandemie: Eine weltweite Herausforderung

Damit sind wir bereits beim nachsten Thema: der

Influenza Pandemie. Klaus Stohr vertritt die WHO Recorded Influenza Pandemics
und hat in seinem Referat die aktuelle Bedro-
hungslage einer Influenza-Pandemie beschrie-
ben. Pandemien treten eigentlich in regelmassi-
gen Intervallen von 10-30 Jahren auf. Die letzte
Pandemie (1968) ist nun aber auch schon wieder
36 Jahre her. .
Ein weiteres Argument, dass die nachste Pan-
demie vor der Ture steht, ist die Tasache, dass
sich in den letzten Jahren die neuen Falle von - .
Infektionen mit neuen Genotypen (H5N1, H7N1) reb et
beim Menschen gehauft haben. Die Halfte aller ‘

seit 1968 aufgetretenen Infektionen beim Men-

schen mit neuen Virustypen ist in den letzten 2 Jahern aufgetreten. Noch fehlt diesen Viren
das Potential um rasch von Mensch zu Mensch Ubertragen zu werden (s. oben, a2-6 Bin-
dung). Eine Pandemie wird in mehreren Wellen Gber wenige Wochen einen grossen Teil der
Weltbevolkerung treffen. Die letzte Pandemie hat sich innert 8 Wochen auf der ganzen Welt
ausgebreitet.

Die aktuelle rasche Ausbreitung von H5N1 Viren bei Végeln in Asien ist ein Alarmzeichen.
Die Hihner sind ungeschiitzt vor der Infektion. In 2 Landern (Thailand, Vietnam) sind bisher
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http://www.nature.com/cgi-taf/DynaPage.taf?file=/nm/journal/v5/n10/abs/nm1099_1157.html&dynoptions=doi1105908362
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD4-3Y0J1DX-N&_coverDate=12%2F10%2F1999&_alid=237199754&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_qd=1&_cdi=5188&_sort=d&view=c&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=606358907e66f5b99e83a9b281
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=10657821
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50 Personen an dieser Infektion erkrankt, 37 starben. Man vermutet, dass noch viel mehr
Menschen in China an dieser Infektion erkrankt sind, ohne dass die Falle entdeckt oder ge-
meldet wurden.

Wir mussen uns sicherlich gegen eine Pandemie vorbereiten.

Einsatz von Virostatika in einer Pandemie

Frederick Hayden ist schon ein mehrfacher Gast des Saanen-Meetings. Dieses Jahr sprach
er Uber den Einsatz von Virostatika wahrend einer Pandemie. Dabei behandelte er die ver-
schiedenen Substanzen, deren Einsatz flir Prophylaxe oder Therapie, Fragen der Resis-
tenzentwicklung und natirlich auch der Verfligbarkeit dieser und allfalliger neuer Substan-
zen.

Bisher registriert sind die (alten) M2 In-
hibitoren Amantadin und Rimantadine —_—
(letzteres in der CH nicht verfiigbar) Efficacy (vs placebof no drug)
sowie die neueren NA-Inhibitoren Za- -

Chemoprophylaxis Of Epidemic Influenza

namivir (Relenza®) und Oseltamivir w
: ; e Seasonal
(Tamiflu®). Ein neuer Neurgmln]d.ase- Non-immunized adults 85-91% 84%  84%
hemmer, Permavir ist noch in klinischen Immunized NH elderly 58-750 2 92%
Studien. Post-contact / post-exposure
Households 3-100% 82%  73-89%

Alle registrierten Substanzen sind fur die
Prophylaxe etabliert mit ahnlicher Wir-
kung (Abb”dung)- Der therapelJtiSChe ?= No controlled study or not reported

Effekt der Virostatika ist fur alle Sub-
stanzen nur nachgewiesen bei frihzeitigem Einsatz (max 36h nach Symptombeginn). Diese
zeitliche Abhangigkeit wurde auch im Mausmodell bestatigt (Leneva et al, 2000). Fir die NA-
Hemmer ist gezeigt, dass sie Hospitalisationen verhindern (Kaiser et al, 2003). flihren ein-
deutig zur Verkirzung der Hospitalisation. Die Neuraminidase-Hemmer, nicht aber die M2
Hemmer, kdnnen auch die durch Influenzaviren erhéhte Adhasion von Pneumokokken an
den Lungenepithelien verhindern (Peltola and McCullers, 2004). Dieser Effekt scheint sich im
Mausmodell auch auf das Uberleben auszuwirken (McCullers, 2004).

Nursing homes Variable Yes Yes

Das grosste Problem flir den Einsatz der billigen M2-Hemmer ist die aktuelle Bedrohung mit
H5N1 Viren (s. oben). Dieses Virus hat eine durch mehrere Laboratorien bestatigte Resis-
tenz gegen M2 Hemmer, welche durch eine Punktmutation im M2 Gen (S31N) bedingt ist.
Offenbar hat diese Mutation zu keiner Einbusse an viraler Fitness geflihrt, sodass mit der
Persistenz derselben zu rechnen ist.

Das gegeniuber der M2-Hemmer

Influenza Prevention In Households: Combined deutlich geringere Resistenzpotential
index case treatment and PEP von Neuraminidasehemmern ist ein
Antiviral Season Reduction in Resistance Weiterer Grund, SiCh fl..]r |etZtere ZU
(Study) (Virus)  2°influenza transmission entscheiden. Auch lassen sich durch
IIESS .
_ ' Behandlung mit NA-Hemmern deut-
Amantadine 1968-69 6% ? . .
(Galbraith et al, 1969) (AHaN) lich mehr Erkrankungen bei Haus-
Rimantadine 1987-89 3% haltkontakten verhinder (Abbildung).
(Hayden et al, 1989) (A/H3N2, A/HIN1)
lanamivic - 1998-99 82% Das Hauptproblem beim Einsatz der
Oseltamivir 2000-01 859" NA-Hemmer fur den Pandemiefall
(Fovden ctel, 2009 (AHNEE) dirfte jedoch die Verfliigbarkeit der

Substanz sein. In dieser Situation
musste der Einsatz sehr gezielt auf wenige Gruppen eingeschrankt werden. Heyden empfielt
diesbezuglich folgende Populationen (prophylaktisch) zu behandeln (absteigende Prioritat):

e Pflege- und arztliches Personal am Krankenbett
o Offentliche Angestellte im Bereich Sicherheit (Polizei, Feuerwehr, Rettungswesen)
o Patienten, die mit Grippe hospitalisiert werden (therapeutisch)


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T2H-41WCDST-3&_coverDate=11%2F30%2F2000&_alid=237569668&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_qd=1&_cdi=4919&_sort=d&view=c&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=d6a0e3f6d258aae5aa42043a0d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=12885681
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=14730275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Citation&list_uids=15243927
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e Wichtigste Personen im offentlichen Dienst

o Pflegeheimpatienten

e Ambulante Patenten mit Influenza
Fir die USA rechnet man mit ca. 10 Mio med
Personal (1:3 Prophylaxe: Therapie), 2.4 Mio
offentliche Sicherheit (1:2), 80 Mio Hochrisi-
kopatienten (3:2), 1 Mio Hospitalisierte.
Die Kosten fir diese Behandlung dirfte bei
Behandlung von 10% der US-Population ca.
800 Mio USD betragen. Eine Idee, wie man
relativ giinstig die grossen Mengen an Medi-
kament lagern kdnnte ware mit einem ,Stock-
piling“ der Grundsubstanz. Diese ist Uber 8
Jahre in 7kg-Kontainern (Bild) haltbar und
kann unmittelbar vor dem Gebraucht mit
Wasser (+0.1% Na-Benzoate, unangenehmer
Geschmack!) angesetzt werden. Ein Kontai- .
ner reicht flr gut 7000 Therapien. Die akutellen Lagergrossen von Oseltamivir relchen in der
Schweiz fir eine behandlugn von ca. 2% der Population. Gewiinscht waren 25%.

Als neue Medikamente erwahnenswert ist lediglich noch ein neuer oral verfugbarer NA-
Hemmer, Peramivir und ein lange aktiver NA-Hemmer (R-118958), welcher einmal pro Wo-
che eingenommen werden kann, was sicher fiir die Prophylaxe dankbar ware. Die Substanz
hat im Tiermodell 100% Schutzwirkung gezeigt, wenn sie 4 Tage vor Infektion 1x angewandt
wurde.

Ist die Schweiz fir eine Pandemie vorbereitet?

Pierre-Alain Raeber, im BAG fiir die Grippe-Pandemie verantwortlich, hat tiber die Vorberei-
tungen der Schweiz gesprochen. Wir redchnen in der Schweiz (worst case) mit 4.5 Mio Er-
krankten, 2 Mio Arztbesuchen, 42'000 Toten und insgesamt mit Kosten von 2.5 Milliarden Fr.
bei einer Attack-Rate (der ersten Grippe-Welle) von 25 %.

Raeber hat im wesentlichen die gleichen Populationen genannt, die primar geschutzt werden
sollten. In der Schweiz ist die Pandemieverordnung sorgfalltig vorbereitet. Sie wird voraus-
sichtlich im Marz ratifiziert. Die aktualisierte Version findet sich online auf der BAG-
homepage. Sie regelt auch die Entscheidungen, die flr die Priorisierung von Zielgruppen
getroffen werden missen. Die Schweiz hat mit Roche ein Abkommen unterzeichnet, wonach
Roche bis im Jaher 2006 gentgend Oseltamiflu an Lager haben sollte, dass damit 25% der
Schweizer Bevolkerung behandelbar waren.

Auffallend ist, dass in der Arbeitsgruppe Influenza Pandemi neben dem Virologen Werner
Wunderli kein Infektiologe sitzt!

Interaktive Session

In der Interaktiven Session zum Thema Influenza wurde im Wesentlichen das Wissen um die
Neuramindiasehemmer aufgefrischt. Die meisten Informationen sind in diesem Bericht schon
enthalten. Eine interessante, lediglich als Abstract publizierte Studie wurde noch erwahnt:
Dabei ging es um den Zusammenhang Pneumonie und Oseltamivir-Exposition (in den lezten
30 Tagen vor Influenza-Diagnose) bei Uber 60-Jahrigen. Patienten, die Oseltamivir erhalten
hatten, haten ein ca. 60% geringeres Risiko eine Pneumonie zu erleiden (Nordstrom et al,
ICAAC, 2004, V1260)


http://www.bag.admin.ch/infekt/pandemie/plan/d/index.htm
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