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Definitionen

Echinocandine

Anidulafungin, Caspofungin und Micafungin

Wirkmechanismus

— inhibieren die Synthese von Glukan

— ist ein non-kompetitiver Inhibitor
der 1,3-B Glukan Synthase

— fungizid gegen Candida spp.

Spektrum
Candida spp. und andere Ascomyzetenhefen

Aspergillen
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Multi-Resistenzen

= Resistenzen zwischen unterschiedlichen Substanzklassen mit
verschiedenen zellularen Angriffspunkten

AzoL [, J

AzoL [,
AzoL [ . i [ }
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Kreuzresistenz
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= Resistenzen zwischen Wirkstoffen der gleichen Substanzklassen

mit demselben zellularen Angriffspunkt

AZOL - AZOL

|




Arten von Mutationen

Triplet von Nukleinsauren kodiert eine Aminosaure, 61 Basetripletts codieren
20 Aminosauren.

Mutationstyp silent missense nonsense readthrough
codierte .

Aminosaure Gly H IS Stop LeU
mutierte Base GGA CAU UAA UUA
(mMRNA) L I I 1

| N

Boseeets | ATGGGC ATTCGT AGC TAT CCA TAAAAATATATA...

codierte

aminosauren | M€t Gly lle  Arg Ser Tyr Pro Stop




B

Haploid (n)
10/ 1 3 1 3
|| Haploid (n) Haploid (n)
one set of U U
chromosomes
one set of one set of
z.B. C. glabrata
WT Mutation
e B e 5
| 1 3 1 2 1 3
| Diploid (2n) Diploid (2n) Diploid (2n)
_ = oo | ce o0
two sets of Im] f, ﬂﬂ i, | [m f,
chromosomes '
two sets of two sets of two sets of
chromosomes chromosomes chromosomes
z.B. C. albicans
WT heterozygote homozygote
Mutation Mutation -



Hot Spot Regionen der Resistenzgene ERG11, FKS1, und FKS2 bei
Candida spp.

ERG11 (lanosterol 14-alpha-demethylase)
HS1 AS 105-165 .
HS2 AS 266-287 - Azol-Resistenz

HS3 AS 405-488 )
FKS1 (1,3-beta —glucan synthase complex)

HS1 AS 641-649
HS2 AS  1345-1365

— Echinocandin-Resistenz
FKS2 (1,3-beta —glucan synthase complex)

HS1 AS 659-667
HS2 AS  1374-1381 —




Entstehungsweise von Mutationen/Resistenzen

Exogen entstandene Mutationen
Mutationen/Resistenzen welche sich durch den Selektionsdruck
in der Umwelt selektioniert wurden.
z.B. Azol-resistente Aspergillus fumigatus Isolate in den
Niederlanden und Azoleinsatz in der Landwirtschaft?
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Selektionsdruck

1Triazole fungicides and the selection of resistance to medical triazoles in the opportunistic mould
Asperqillus fumigatus.Verweij PE, Kema GH, Zwaan B, Melchers WJ.Pest Manag Sci. 2013
Feb;69(2):165-70.
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Endogen entstandene Mutationen

Mutationen welche sich im Patienten entwickeln unter
Antimykotikatherapie
z.B. Candida spp. und Fluconazolresistenz durch zu geringe

Antimykotikadosen'

83 %%,
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Selektionsdruck

1Experimental induction of fluconazole resistance in Candida tropicalis ATCC 750. Barchiesi F, et al. Antimicrob Agents Chemother. 2000 Jun;44(6):1578-84. 10
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Patienten mit einem erhohten Risiko fiir die Infektion mit kreuz-
oder multi-resistenten Isolaten

- chronisch infizierte Patienten z.B. (CMC, CF-Patienten)?
- Patienten mit Langzeitantimykotikatherapie?
- Patienten die eine zu geringe Antimykotikadosierung erhalten3

Bei welchen Erregern kommen diese vor?
Hauptsachlich C. glabrata, C. krusei, und C. albicans.

1positions and Numbers of FKS Mutations in Candida albicans Selectively Influence In Vitro and In Vivo

susceptibilities to Echinocandin Treatment. Lackner M, et al. Antimicrob Agents Chemother. 2014 Jul;58(7):3626-

35.

2Does long-term itraconazole prophylaxis result in in vitro azole resistance in mucosal Candida albicans isolates

from persons with advanced human immunodeficiency virus infection? The National Institute of Allergy and

Infectious Diseases Mycoses study group.Goldman M, et al. Antimicrob Agents Chemother. 2000 Jun;44(6):1585-7..
3Impact of Antimicrobial Dosing Regimen on Evolution of Drug Resistance In Vivo: Fluconazole and Candida

albicans. D. Andes et al. Antimicrob Agents Chemother. Jul 2006; 50(7): 2374-2383. 11
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Positions and Numbers of FKS Mutations in Candida albicans
Selectively Influence In Vitro and In Vivo Susceptibilities to
Echinocandin Treatment

M. Lackner,® M. Tscherner,®? M. Schaller,® K. Kuchler,? C. Mair,®* B. Sartori, F. Istel,® M. C. Arendrup,® C. Lass-Florl®

Division of Hygiene and Medical Microbiology, Innsbruck Medical University, Innsbruck, Austria®; Medical University of Vienna, Department for Medical Biochemistry, Max
F. Perutz Laboratories, Vienna, Austria®; Universitats-Hautklinik Tibingen, Eberhard-Karls-Universitdt Tabingen, Tabingen, Germany*; Unit of Mycology, Microbiology and
Infection Control, Statens Serumn Institut, Copenhagen, Denrmark®

Therapie

2005: klinisches Ansprechen auf Caspofungin (50 mg/d) nach 12
Monaten Therapie

2007: Rickfall

2007-10: abwechselnd Voriconazol (2 x 200mg/d), Posaconazol (2 x 800
mg/d); teilweise Verbesserung

2010: i.v. Caspofungin (50mg/d) fir 2 Jahre; stetige Verbesserung.
03/2012: Fulminante Infektion unter Caspofungin Therapie
10/2012: Abheilen der Infektion unter 100 mg/d Anidulafungin.

< T
CMC-Patientin

12



Erreger: Candida albicans

EUCAST MIC
VOR

Isolate
ANI

S, 1130.04

<0.008 (S) <0.008 (S)' 0.5(R)

Zeitspanne: 8 Jahre

ISA

0.06

FLU

>16 (R)

Etest®
CAS

0.125 (S)

MIC
AMB

0.5 (S)

13



Exogen oder endogen erworbene Resistenz?
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In vivo erworbene Resistenz:
pan- Azol-Resistenz
Caspofungin-Resistenz
Micafungin-Resistenz
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NS- und AS-Mutationen

FKSI hot spot 1 mutation by position™
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FKS1 hot spot 2 mutation
by position™:

Isolate 1641 (A) 1653 (A) 1662 (T) 1929 (A) 1939 (A) 1946 (C) 4215 (C) 4230 (T)
Scy 1130.04 AIT AIG T/C T A C C/T TIC
952.04 AIT AIG T/C T A C C/T TIC
5104.04 AIT AIG T/C T A C C/T TIC
RR., 110.12 AIT AJG T/C T A/G /T C/T TIC
111.12 AIT AIG T/C T AIG C/T C/T TIC

aa” P547 T551 1554 T643 R647R/G* P649P/L" 11375 Al1410

®

%% ’_

non-coding mutations

Die Isolate tragen zwei heterozygote Mutationen in der FKS1 HS1.

B B
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Welche Mutationen sind verantwortlich fiir die Resistenz?
Unterschied homo- versus heterozygoter Mutationen?

Mutant isolates and

MICA CAS FKS
Qc
SSWT W 1

0.015(S) <0.008 (S) 0.19 (S) ; ‘ wWT

SC5314¢ |
S| 006(R)  0.03(R) 0.75(R)
0.015(S)  0.03(R) 0.25(S) — %}; %heterozvgot
S 0015(s)  0.008(S) 0.25(S)

0.06 (R) 1R 1R} @ @ homozygot

— Die Position und die Anzahl an Mutationen in der FKS ,hot spot‘ Region
beeinflussen die in vitro Resistenz von Isolaten entscheidend.

— Homozygote Mutationen flihren zu einer viel hoheren in vitro Resistenz
als heterozygote Mutationen!

16

Lackner M et al. Positions and Numbers of FKS Mutations in Candida albicans Selectively Influence In Vitro and In Vivo Susceptibilities to Echinocandin Treatment.
Antimicrob Agents Chemother. 2014 Jul;58(7):3626-35.
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In vivo Therapieansprechen
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C. albicans strain and treatment dose



Isogenetische Mutanten und deren Therapieansprechen bei AUC,,,

und AUC,,,

Caspofungin

Anidulafungin
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Homozygote Mutationen fiihren zu einer
erhohten in vivo Resistenz

Isolate mit einfachen und doppelten
heterozygote Mutationen sprechen auf
eine Dosiseskalation (AUC,,) an.

Auch Isolate mit 2-facher simultaner
heterozygoter Mutation sind empfindlich
gegeniiber erhohten MICA Dosen.

Isolate mit homozygoten Mutationen
zeigen kein Therapieansprechen, auch
nicht bei Dosiseskalation.
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Schlussfolgerungen

- Punktmutationen in den FKS HS Regionen erklaren die Therapieresistenz der
klinischen Isolate nicht zur Ganze

- Dosiseskalation fuhrt nicht zum Therapieerfolg bei klinischen Isolaten

- Dosiseskalation fihrt zum Ansprechen bei Isolaten mit heterozygoter
Einfachmutation

- Dosiseskalation von Micafungin und Caspofungin fiihren zum Ansprechen bei
Isolaten mit heterozygoter Doppelmutation (nicht jedoch Anidulafungin).

- Isolate mit homozygoten Doppelmutationen sind therapeutisch schwer zu
kontrollieren, selbst mit Dosiseskalation

- Unterschied im Ansprechen zwischen den unterschiedlichen Echinocandinen



Zukunftsperspektive

Genom und Proteom Vergleich zwischen den beiden
klinischen Isolaten!
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