Herpes Viruslarda Asiklovir ve
Gansiklovir Direnci: Sorunun
Boyutu, Mekanizmalar



Genel adi Yaygin Resmi Primer infeksiyon Latent Reaktivasyon
kisaltma | kisaltma yerlesim yeri

Herpes
simplex viriis
tip1l

HSV-1 HHV-1

Herpes
simplex viriis
tip 2

HSV-2 HHV-2

Varicella- vzv HHV3
zoster virus

Cytomega- cmyv HHV-5

lovirus

Mukokutanoz

Alfa Lezyonlar (daha ¢ok
orofasyal)
Mukokutanoz

Alfa Lezyonlar (daha ¢ok
genital)

Alfa Sugicegi

Beta Asemptomatik, iM

benzeri tablo,
konjenital inf.

Duyusal
gangliyon

Duyusal
gangliyon

Duyusal
gangliyon

Mononiikleer
Hiicreler,
epitel
hucreleri

Rekiirrent orofasyal
lezyonlar, ensefalit

Rekiirrent genital
lezyonlar, rekiirrent
menenjit

Zona

Nonspesifik CMV
sendromu, retinit,
hepatit, pnémonit,
ozofajit, kolit



Genel adi Yaygin Resmi Primer infeksiyon Latent Reaktivasyon
kisaltma | kisaltma yerlesim yeri

Human HHV-6A HHV-6A Beta Roseola infantum T hiicreleri Ensefalit
Herpesvirus 6A

Human (ekzantem subitum)

Herpesvirus6B HHV-6B HHV-6B  Beta T hiicreleri Ensefalit

Human HHV-6'ya benzer?, T hiicreleri ?

Herpesvirus 7 HHV-7 HHV-7 Beta ptyriasis rosea?

Epstein-Barr Lenfoma (Burkitt,

virlis EBV HHV-4 Gamma  Asemptomatik, IM B hiicreleri Hodkin, non-
Hodkin), PTLD,
nosofarinks ca, oral
kill hiicre I6koplaki

Human Kaposi sarkomu,

herpesvirus 8/ HHV-8/ HHVS8 Gamma  Asemptomatik Lenfositler multisantirk

Kaposi sarcoma KSHV Castleman hastaligi

associated

herpesvirus



Herpes simplex encephalitis
(HSV-1, HSV-2)
Herpes simplex meningitis
(HSV-2)

Herpes facialis
(HSWV-1)

—— B » HSV-1/2 bagisikhgi baskilanmislarda (6zellikle
HSV-1 erpetic retinitis E X . . .
: nlstademiten il R hiicre aracili) inat¢i mukokutandz lezyonlarin yani

oy i sira 6zofajit, hepatit, pn6moni, meningoensfealit

Visceral herpes of d
lungs, liver, esophagus

gibi dissemine viseral infeksiyonara da yol

(HEV-1, HSV-2) » / ™ <+ Eczema herpeticum
) \ "\ | (HSVA1, rarely HSV-2) aca bilir
~ Herpes hN Y,
(E?\?ir?fg\all.l:) ) < - HGS?Zal her:oes . . .
eeiment V1 e HSCT sonrasi ¢ogunlukla HSV-1'in neden oldugu
infection)

rekiirrent HSV gelisme olasiligi yaklasik %80’dir
| ve bu hasta hasta grubunda uzun siire tedavi
7\ 3 gerekir = Direng gelisme olasilig yiiksektir



Viral DNA saptama Vezikul aspirati/stiriinti
BOS, doku, BAL, EDTA’l kan,
amniyon sivisi, gozigi sivisi

Virus izolasyonu Hiicre Vezikul aspirati/stiriintii
kalturd doku, BAL (2-8 ‘C)

Virusun saptanmasi IF Hiicrece zengin vezikil icerigi

Virus tiplendirme IF Viral izolat

Temel tani yontemi

Ozel durumlarda

Temel tani yontemi,
duyarlilik ve
ozgulliigii dusiik

Temel tani yontemi



Asiklik gunosin anologlari: Asiklovir, gansiklovir, pensiklovir,
valasiklovir, valgansiklovir, famsiklovir

Asiklik niikleotid analoglar: Sidofovir, adefovir dipivoksil,

Pirofosfat analoglar: Foskarnet

Asiklovir: HSV, VZV
Valasiklovir: HSV, VZV
Gansiklovir: HSV, CMV, vZV
Foskarnet: HSV, CMV



Diseasel/kind of
herapy

Acyclovir

Valacyclovir

Famciclovir

|Frimar;.r genital herpes

Severe cases of primary
eenital herpes

[Primary genital herpes in
pregnant women®
|[Recurrent genital

herpes (<5 recurrences
per year)®

|Recurrent genital herpes
in pregnant women
|Preventive therapy
before delivery
Suppressive therapy

=5 recurrences

per year)

3x 400 mg orally per day for 7-10 days
5% 200 mg orally per day for 7-10 days
3x 5 mg/kg body weight

intravenously for 57 days, under
immunosuppression for 10 days

5% 200 mg orally per day for 10 days

2x 800 mg orally for 5 days

3x 400 mg orally for 5 days

3x 800 mg orally for 2 days

3% 400 mg orally from 36th gestational
week until delivery

2x 400 mg orally for maximally
& months

2% 400 mg orally for maximally
&6 months

4% 200 mg orally for maximally
6 months

2x 500 mg orally per day for 7—10 days

2x 500 mg orally for 3 days
I% 1,000 mg orally for 5 days

2x 250 mg orally for 3 days from 3éth
gestational week until delivery

| % 500 mg orally for maximally
6 months

3x 250 mg orally per day for 7-10 days

2% 125 mg crally for 5 days
2% 1,000 mg orally for | day

2% 250 mg orally for maximally
& months




ACV HSYV Infected Cell

J Cellular Kinase

1 Cellular Kinase

ACV P P P

Viral Kinase

Virusla infekte hiicreler tarafindan hiicre icine alinir
Monofosforillenme: Virusun kodladigi timidin kinaz tarafindan (HSV’de UL23; VZV’de ORF 36) gerceklestirilir

Daha sonra ikinci ve lglinci fosforillenme asamalari hiicreye ait GMP kinaz ve nikleozid difosfat kinaz
enzimlerince gerceklestirilir

Aktif sekli ACV-trifosfattir ve viral DNA polimerazi yarismali bir sekilde inhibe eder = zorunlu zincir sonlanmasi
Hlcreye ait DNA polimerazlar ¢cok daha az duyarhdir
ACV-TP dGTP eklenmesini inhibe eder

Zincirin yapisina ACV-TP girer fakat 3’ hidroksil ucu olmadigi icin DNA polimeraz bir sonraki niikleotidi ekleyemez



. Asiklovir direnci:

- TK ve DNA polimerazdaki mutasyonlar araciligi ile gelisir

- TKeksik ya da TK’nin kismen varoldugu suslar olabilir = Asikloviri fosforilleyemezler

- Memeli enzimlerinin inhibisyonu igin gerekli ACV konsantrasyonu 100 kat daha yliksektir
- Cogu kez diger nukleosid analoglarina karsi da ¢apraz direng s6z konusu

. Sidofovir direnci:

- TKya da baska kinazlar tarafindan fosforillenmesi gerekemez; hiicreye ait kinazlar difosforilasyonu
gerceklestirir
- dCTP analogudur

. Foskarnet direnci:

- Viral DNA polimerazin pirofosfat baglanma bdlgesine baglanarak enzimi inhibe eder > dNTP’den
pirofosfatgin ayristiriimasini engelleyerek viral DNA’nin uzamasini inhibe eder

- Aktivasyonu icin hiceresel TK’lara gereksinim duymaz

- TK genindeki mutasyonlar foskarnete direng kazandirmaz; ancak uzun siiren tedavilerde DNA polimeraz
genindeki mutasyonlar dirence yol agabilir



Direng testleri:
- Direncin mekanizmasini saptamak

- llaclara gore viral mutantlarin ortaya cikis
n1zini belirlemek

- Capraz direnc varligini arastirmak
- Yeni bir antivirali degerlendirmek

Icin yapilir



Fenotipik testler

llacin virusun cogalmasi
uzerindeki etkisini dogrudan olger

Farkh yontemlerle olc¢ilebilir

Zahmetli ve zaman alici (3-4
hafta)

Standardizasyon guclukleri
Sonuglar kullanilan yonteme gore
degisiyor

Daha ¢ok ACV direncg
analizlerinde kullaniliyor

Genotipik testler

Direncle iliskili mutasyonlarin
saptanmasina dayanir

RFLP, hibiridizasyon, DNA dizi
analizi gibi yontemler kullanihr
Ancak direncle iliskisi bilinen
mutasyonlar analiz edilebilir
Genetik degisiklikler sinirli ise iyi
sonug verir

Direncin saptanabilmesi icin
populasyon igcinde %10-20
oranina ¢ikmis olmasi gerekir



Fenotipik testleri etkileyen degiskenler

Hlcre soyu
Viral inokulum titresi

* inkubasyon siiresi

e Antivirallerin konsantrasyon aralig

e Referans suslar

* YOntem

* Son nokta degerlendirme o6lgltleri

* Son nokta olgtimlerinin hesaplanmasi ve yorumlanmasi

ile ilgili standartlar belirlenmemis durumda

TABLE 1. In vitro inhibitory concentrations of antiherpetic drugs in different cell culture systems and assays

ICs;, value or range (pg/ml); reference

Virus
Acyclovir Penciclovir Foscarnet Cidofovir Adefovir
HSV-1 0.02-0.9; 38 0.04-1.8; 38 24-60); 38 3.5-8.9; 177 7; 154
HSV-2 0.03-2.2; 38 0.06-4.4; 38 24-60; 38 3.5-8.9; 177 7; 154
VZV 0.8-4.0; 38 1.6-8.0; 38 24-60; 38 0.22; 177 10; 154
HCMV =20 38 51; 38 30-90; 38 0.1-0.8; 177 25; 154
EBV 1.6-2.8; 8 1.5-3.1; 8 0.6-1.0; 69 0.008; 177 0.3; 154




Fenotipik testler

Plak rediiksiyon testi (PRA)

Hicreler cukurcuklar ya da plaklarda cogaltilir
CLSI HSV icin standartlar belirlemis

Hicre kiltdrinun Gzerine eklenecek olan
virusun titrasyonu belirlenmis durumda (60
mm capinda hicre kiltiir plagina 50-100 PFU)

Hulcre kultlrine katilastirici olarak agaroz
eklenir

Hulcre kultlara plaklarina artan
konsantrasyonlarda seri olarak ilag¢ eklenir

Kontrol plagina kiyasla plak sayisinda %50
azalmaya yol acan en dusuk ilag
konsantrasyonu (IC50) belirlenir

ACV icin 22 pug/mllik konsantrasyon sinir deger
(break point) kullanilir
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Boya alma (dye uptake) testi

Daha cok HSV icin kullanihir

Notral kirmizi gibi bir vital boyanin canli hiicreler tarafindan alinip 6li
hiicreler tarafindan alinmamasina esasina dayanir

HSV ile infeksiyondan sonra infekte hiicrelerin boya alma orani infekte
edilmemis hucrelerinki ile karsilastirilir

Daha yiiksek HSV inokulumlari (500 PFU/ml) kullantlir

Canli hucrelerce baglanmis olan boya etanol ile elte edilir ve kolorimetrik
olarak olcular

ACV IC50 degeri PRA ile elde edilenden 3-5 kat daha yuUksektir
Yari otomatik hale getirilebilir ve cok sayida sus test edilebilir
Minor direncli populasyonlar saptanabilir

Gorece maliyeti daha ylksek ve hlicre tabakasi Gizerinde boya cokeltileri
olabilir



Diger fenotipik testler

ELISA

Flowsitometri

Yield reduction assay
Plaque autoradiography



Genotipik direnc testleri

ACV direncinin %95’inden TK genindeki okuma cercevesi kaymasina ya da amino
asit degisikliklerine yol acan mutasyonlar sorumlu (UL23, 1130 bp, 376 aa)

Geri kalanindan ise DNA polimerazdaki amino asit degisikliklerine yol agan
mutasyonlar sorumludur (UL30; HSV-1, 3707 bp, 1235 aa; HSV-2, 3722 bp, 1240
aa)

TK ve DNA Pol genlerindeki polimorfizmlerden dolayi genotipik testlerin
yorumlanmasi gli¢ ve direncle iliskili mutasyonlarin 6nceden belirlenmis olmasi
gerekir (marker transfer assay)

TABLE 2. Primers used for amplification and sequencing of HSV-2 UL23 and UL30 genes

Target gene Function Name Sequence (5'—3)

(8] i) First-round PCR {outer primers) TK2-F1 F: GTACCCACGGUOCCAAAGAG
TKI1-R1 R: COAATTCGAACACGCAGAT
Second-round PCR (inner primers) TK2-F2 E: C I \I( GGAGH ( CCTTTG l l[
TK2-R2
Sequence reaction TE2Z-A
T'K2-B
TK2-C AATGAG
TE2-D F: COG. \J\J[\(l‘\l(l‘\,‘\\\('
+ TK2-F1 and TK2-R2

UL30 First-round PCR {outer primers) POL2-F1 F: GACACCACACACTGGCTCTC
POL2Z-R1 Rz AGACGCAACGCAGAG \A\(

Second-round PCR (nner primers) POL2-F2 i

POL2Z-R2

Sequence reachion POL2-A

POLZ-B

3

y G TG
X \[II(LJ( \I(L

.
E
POL2-C
POL2-D
POL2-E
POL2-E
POL2-C
POL2-H
POL2-1
POL2-
POL2-K
POL2-L
L8

POL2-
POL2-N ¥
POL2-O Rt( \(l\[(ll[l‘\l ‘\All‘\
+ POL2Z-F2 and POL2-R2

M




TK mutasyonlari

HSV-1 N T He 0 11 e Pl HEIRI 11| [ofee | o] @ | e
51 63 168 176 Cyst 336 376
LAA l 1 |
- ] |}
e | TS 198 T | [h
d4As 4Gs 4As TGs 4Cs SCs 6Cs  3Gs 4Cs 4Gs 3Gs 4Cs Cs 5Gs
1336 1803 1847 4306 4558 4604 4853 6159 6669 8536 87530 8965900 10614 m»
HSV-2 o | blél | o || mee ofp o |} | 4 4 . |
AA 51 63 169 177 Cyﬂl337 375
1 ]
. B i u -
1125
ICs 4Gs 7Gs 3JCs 6Cs S5SCs 2Ts 4Cs
2187 2192 4139 519-21 $51.6 S8690 6267 oS-
VZV
* o b 1 | ol | P o SR .| *ll
A‘.l‘Z 29 129 145 Leu 332 341
A A . l
f | 3 i H
1023
SAs SAs 6Cs SAs
248 N6 493.8 92731



(a)

][ remsunzges

i
:

-4 1
HEHHE

Gaoas

saar

Ha2ay S3asp

Lam Vaas)

DS TS0

s3320 S3S7C

ARpar Lisap
T EIM

— D
z >

Nis 133-136
an's

Nts 184-187
aA's

Nty 180-183

B

N1 430-236
26's N1s 460464

5C's

Ntsa55.458
aC's

Nts615619
5G's




DNA polimeraz mutasyonlari
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Tedaviye yanitsiz HSV infeksiyonlari bagisiklik sorunu olmayan kisilerde genellikle
rekirrent genital herpes, keratit ya da ensefalit hastalaridir.

Bagisiklik sorunu olmayanlarda ACV direnci %0.1-%0.6 arasinda bildirilirken; bagisiklik
sorunu olanlarda bu oran genelde %3.5 ila %10 arasinda degismekle birlikte daha
yliksek oranlara cikabilmektedir.

Normal kisilerde HSV keratitlerinde de diren¢ %6 dolayinda olabilmektedir

Allojenik KIT alicilarinda %47’ye kadar cikabilen direng daha agir ve yaygin mukozal
hastaliga ve disseminasyona yol agcmaktadir

Bagisikligl baskilanmis hastalarda bagisikligin baskilanma diizeyi ve ACV uygulama siiresi
risk faktorleridir

Epizodik ACV tedavisi, stirekli baskilayici ACV tedavisine gore direng gelisimi acisindan
daha risklidir

Primer VZV infeksiyonlari ya da bagisiklik sorunu olmayanlardaki zona olgularinda ACV
direnci bildirilmemistir; hematoonkoloji hastalarinda ise %27 diizeyinde bildirilmistir



Arch Intern Med. 2003 Jan 13;163{1):76-30.

Acyclovir-resistant genital herpes among persons attending sexually transmitted disease and
human immunodeficiency virus clinics.

Reyes I'-.'1", Shaik NS, Graber JM. Nisenbaum R, Wetherall NT, Fukuda K, Beeves WC; Task Force on Herpes Simplex Vinus Resistance.

immunodeficiency virus (HIV) clinics in the United States between October 1996 and
April 1998. We conducted standardized interviews of all consenting patients. Lesions
were cultured, and isolates were typed as herpes simplex virus (HSV) 1 or HSV-2 and

tested for acyclovir sensitivity (using a 50% inhibitory concentration of 2 pg/mL) by

plague reduction, which was independently confirmed.

Results Herpes simplex virus was isolated from 2088 of 3602 patients, and 90.2% of
isolates were HSV-2. Fifteen isolates, all HSV-2, were acyclovir resistant. Three
(0.18%) of 1644 HIV-negative patients had acyclovir-resistant isolates (95%
confidence interval [Cl], 0.04%-0.5%); resistance was associated with oral (P<.006)
and topical (P<.001) acyclovir use. Twelve (5.3%) of 226 HIV-positive patients yielded

resistant HSV isolates (95% Cl, 2.8%-9.1%); resistance was associated with oral

acyclovir use (P<.001), duration of the current episode (P<.001), history of recurrent
genital herpes (P<.01), and low CD4 cell count (P<.05).



CMV’de direnc

Dissemine CMV infeksiyonlarinda tedavi: Gansiklovir, sidofovir ya da
foskarnet

Direncin %90’indan fazlasindan UL97’deki mutasyonlar sorumludur

CcDVR,
GCVR
CDVR, GCVR PFAR GCYF
VIE |
(B) ‘I'l.f delfa-C H I v I‘ VIl 4V I 0o VIVl I (C)
[ | I
H EE mim i mr oot
L4
gl
codon ranges: S
V. 379-421
codon ranges
8-C: 492-555
;' 338-345
Il 696-T42
II:  355-361
VI, TF1-TR0
Il 380-357
1 BO5-B45
VIB: 453462
I: 905-919
VI 481-487
VI BE2-870
VI 520-527
W BYB-O8B
1X: &74-580

3 mt114.391 nt174187 nt1 76310



MBVr GCVr mutations
383 397 4&0 520 591-607

R}
409411
cwm %
453 481 520 553
345 462 483 527 557 707
Kinase domain | Vib VI VIl IX

Putastive furiction ATP  plienis  Suobate Linky



Risk gruplari ve faktorleri

Risk gruplari:

- AIDS hastalari

- Transplant alicilan

- Bagisikhgi baskilanmislar

- intrauterin CMV infeksiyonu gelismis yenidoganlar

Transplant alicilarinda:

- Alicinin ve donérun serolojik durumu
- Transplant tipi

- Bagisikhgin baskilanma dizeyi



Uzun sureli Tedavide CMV’de direnc
gelisme olasiligl

Long term therapy:
HIV-infection (AIDS) 2% > 3 months
9% 9 months
transplantation, general 10%
lung transplantation, D+/R- 30% (>2 months)

kidney-/liver transplantation <10%



Gansiklovir direncinin saptanmasinda kullanilan
genotipik yontemler

 DNA dizi analizi (Sanger)
* NGS

 RFLP

* Real-time PCR

Database: https://www.informatik.uni-ulm.de/ni/staff/HKestler/hcmv/

Marker transfer assay: UL97 ya da 54 PCR ile cogaltildiktan sonra standart
kokene kotransfeksiyon = PRA ile fenotipik direnc tayini



Mutasyonlarin

Resistance mutations in the ULST gene confirmed by Marker Transfer or recombinant

phenotype.
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Tedavi Uyumu ve Direnc

switch to FOS
is suggested

may permit GCV
at higher doses

maintain

therapy
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Abstract

We describe a 41-vear-old patient, who upon receiving a bone marrow transplant in order to
treat chronic myeloid leukemia, developed cvtomegalovirus (CNV) retinitis and encephalitis
under the ganciclovir maintenance treatment. Analysis of sequential viral isolates recovered
from the patient’s cerebrospinal fluid and blood showed CMV DNA with a ULg7 mutation
(M460V) known to confer ganciclovir resistance. Foscarnet resistance mutations were not
found. Although therapy was switched to foscarnet when ganciclovir resistance was suspected,

the patient was lost on posttransplant day 200.
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Kayseri Gansiklovir direnci 33 hastadan elde edilen 38 6rnegin birinde (C592G) mutasyonu

saptandi
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