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ANTIVIRALLERE DIRENC GELISIM
MEKANIZMALARI VE TAYINI

Giilden YILMAZ

Artik pek ¢ok viral infeksiyonun spesifik antiviral tedavisi miimkiindiir. Ancak bazi an-
tivirallerin akut viral infeksiyonlarnn tedavisinde ve rekiiran infeksiyonlarin profilaksisin-
de uzun siireli yaygin kullanimi, 6zellikle bagisiklik yetersizligi olan bireylerde direncli
suglarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Klinik uygulamada bu tiir mutantlar ortaya ¢i-
kabildigi igin bazi hastalarda &zel durumlarda in-vitro antiviral duyarlilik deneylerine ge-
reksinim duyulmaktadir. Bu hastalara 6rnek olarak transplantasyon uygulanan hastalan ve
_ cytomegalovirus (CMV), herpes simplex virus (HSV), varicella zoster virus (VZV) ve hu-
man immunodeficiency virus (HIV) icin uygulanan tedaviye yamit vermeyen hastalar sa-
yabiliriz (2,10,11).

Antiviral droglara direngli mutantlar itk kez 1960°l1 yillarda tanimlanmstir, Tiosemi-
karbazona dirench poxvirus’lar, guanidine direncli poliovirus, amantadine dirench influen-
za A virus'u ve iododeoksuridine direngli HSV. Viruslann genomlarinin kiigiik olusu, en
dnemli viral patojenlerin molekiiler genetik, yap1 ve replikasyonlarmnin detayh sekilde in-
celenmesini kolaylagtirmgtir. Bu da diger droglara kiyasla antiviral droglann aktiviteleri-
nin ve direng mekanizmalarimn daha detayls bir sekilde 6grenilmesini saglanmgtir. Direng-
It mutantlar ile droglar arasi etkilegimin detayls incelenmesi, yeni ve daha etkili ilaglanin
geligtirimesine yol agmaktadir. Influenza virus'unun M2, CMV’un UL97 proteininde ol-
dugn gibi, direngli mutantlann incelenmesi ile daha &nce tanimlanmanug yeni viral prote-
inler de idantifiye edilmistir. Ancak bu konudaki izl gelismelere ragmen direng gelisimi-
ni ertelemek ve direncli mutantlann replikasyonunu nlemek igin etkili tedavi stratejileri-
nin belirlenmesine gereksinim vardmr (12).

Drog direnci viral genomda olusan bir ya da daha fazla sayidaki mutasyonlar sonucu
olugur, Direngli mutantlarin ortaya ¢ikisinda en az dort faktor etkilidir: 1- virusun mutas-
yon hizi, 2- virusun hedef bolgesinin, 6zgiil antivirale kars1 intrensek mutasyona ugrama
ozelligi, 3- antiviral drogun secici baskisi, 4- virusun replikasyon hizi.

1- Virusun mutasyon hizi; RNA viruslarinin replikasyon sonucu olugabilecek hatalar
diizeltebilme ‘proofreading’ mekanizmalar: yoktur. Buna bagh olarak mutasyon hizlan
yaklagik olarak 3x10-5°dir. Bunun sonucunda HIV'i 6rnek alacak olursak 10kb’hk tek bir
RNA genomu oldugundan her yeni li¢ nesil virusdan birinde ortalama bir mutasyon ola-
caktir. Oysa DNA viruslanndan Herpesviridae ailesinde mutasyon huzinm daha ditsiik of-
masi beklenmektedir, Bunun nedeni DNA polimerazdan ve konak hiicrede cift iplikli DNA
viruslar i¢in meveut replikasyon sonucu olugabilecek hatalan diizeltebilme mekanizmala-
rindan kaynaklanmaktadir.

2- Virusun hedef bolgesinin Ozgiil antivirale kars: intrensek mutasyona ugrama tzelli-
gi: Bu 6zellik direncli mutantlann gelisme olastlifini anlaml sekilde etkileyebilir. Zidovu-
din (AZT) ve stavudin (d4T) iki timidin analogu antiretroviraldir. ZDV, d4T ye kiyasla ge-
rek in-vitro, gerekse in-vivo HIV'1n revers trankriptazinda geligen mutasyonlarn daha ko-
lay secer. Bu farkin muhtemelen AZT nin yaptsinda bulunan nispeten bilylik 3’-azido gru-
bunun bulunusu nedeni ile d4T ye kiyasla fizyolojik nitkleosid timidinden daha farkh olu-

Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji ve Kiinik Mikrobiyoloji Anabilim Dalt, Capa, Istanbul,

291



suna bagl oldugu diisiiniilmektedir. BOylece revers transkriptaz molekiilil AZT tizerindeki
fizyolojik olmayan seker béliimii ile farkls etkilesecek gekilde kolaylikla mutasyona ugrar
ve d4T ye karg oluganlara kiyasla AZT”ye karst direnci olusturan mutasyonlar daha kolay
secilir. Biyiik ofasilikla benzer sekilde farkli bir seker pargasi, HIV in revers transkripta-
zinda zalcitabin (ddC)’e kiyasla lamivudin (3TCY e kars: yiiksek derecede direncin hizla
kazaniimasindan sorumludur. HIV ile karsilagtinldifinda hepatit B virusunun lamivudine
direnci nispeten yavag geligir. Oysa her iki virus infeksiyonu da yiiksck diizeyde virus rep-
likasyonu ile karakterizedir. Lamivudin direncine yol acmak {izere mutasyona ugrayan
YMDD amino asit bélgesini igeren polimerazi kodlayan genom bdlgesinde clusacak mu-
tasyonlarin kisith olmast muhtemelen hepatit B yiizey antijeni ve polimerazi kodlayan ge-
nom bolgelerinin gakigmasindan kaynaklanmaktachr,

HSV'da asiklovire {ACV) direng, daha siklikla DNA polimeraza kryasia timidin kinaz-
da olugan mutasyonlar sonucu geligmektedir, Benzer sekilde CMV’de gansiklovir direnci
DNA polimerazdan ¢ok UL97°de olugan mutasyontara bagli olarak geligmektedir. Bu goz-
lemlerin nedeni gerek in-vivo ve gerekse in-vitro DNA polimerazlara kiyasla bu kinazlann
daha kolay vazgecilebilir olmasidr,

3- Drogun virus ile kargilagmas: arttikca, droga direngli mutantianin daha hizh ortaya
¢ikigim arttiracak gekilde gofalmakta olan virus populasyonu iizerinde selektif basing ar-
tar, Ornegin yiiksek dozda AZT, diisiik dozlara kiyasla droga direngli mutantlan daha ko-
lay secer. Direncli mutantlar i¢in bu artan selektif basing, anlaml diizeyde virus replikas-
yonu devam ettigi siirece artar. Antiviral drog aktivitesi daha da arttikga, virus replikasyo-
nu direng gelisme olasilifinin kaybolmaya bagliyacap diizeye diiser. Virus replikasyonu ta-
mamen inhibe edildiginde bu olasilik tamamen kaybolur. Viral infeksiyonlann kemotera-
pisinde ana hedef, tiiberkliloz ve malignite tedavisinde oldugu gibi, virus replikasyonunu
tamamen inhibe edecek drog rejimlerini tanumlamaktir.

4- Virus populasyonunun replikasyonunun biiyiikliigii ve iz da direngli mutantlann
gelisim olasihfini etkiler. Cogu virus infeksiyonu yliksek diizeyde virus replikasyonu ve
gok yiiksek hizda virus dingiisii ile karakterizedir. Bu durum Szellikle BIV, hepatit B vi-
rust (HBV) ve hepatit C virusu (HCV) ile infeksiyonda gegerlidiv. AZT direnci gelisimi
olasilifi, HIV replikasyonunun artmig diizeyiyle iligkili olan CD4 lenfosit sayilanindaki
azalma ile artar. Asiklovir direnci, viral replikasyonun artmig oldugu bafigiklik yetersizli-
gi olan hastalardan izole edilen HSV’de daha siklikla goriilir.

Yiiksek diizeyde virus, dnceden mevcut mutantin bulunma olasihigin arttinr. Direnchi
populasyonlann, selektif basincin olmadigs durumlarda rasgele ortaya ¢rkan énceden mev-
cut altpopulasyonlann selektif proliferasyonu ve devami sonucu olugtufu gosterilmistir,
Daha &nce de bahsedildigi gibi viruslann bazal bir mutasyon hzlan vardir. HIV ile infek-
siyonda glinde yaklagik 10'0 yeni virion olusmaktadir. Bu durumda niikleotid bagina diisen
10-4-10-5’tik bir mutasyon hizy ile HIV ile infeksiyonun herhangi bir déneminde dnceden
mevcut herhangi bir tiir mutasyon mutlaka vardir. Gergekten de higbir droga maruz kalma-
mug HIV ile infekte kigilerde bu tiilr droga direngli mutantlar saptanmugtir. Iste droglarin se-
lektif basinct bu dnceden meveut mutantlarin agin ¢ofalmasina yol agar. Tam olmayan bas-
kilayter antiviral drog aktivitesi varligida devam eden viral replikasyon zamanla HIV igin
AZT ve proteaz inhibittrlerinde tamimlanan ¢ok sayida mutasyonun olugsmasina yol agar.
Droga direncli mutantlarin ortaya ¢ikisi ile birlikte, antiviral drog ile tedavi edilmekte olan
hastalarda saptanan ve drogun direng kazanmasina baglanabilecek klinik bagarisizliklarin
sebeplerinin nasii aydinlatilacag sorusu ortaya gikmstir, Gelisen drog direncinin drogun
basansizhifindan sorumlu oldugunu ortaya koymak oldukca giigtiir, ¢iinkii direng geligimi-
ne egilimi olan hastalar ayn: zamanda kotii prognoza predispozisyon hazirlayan faktdrlere
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de sahiptirler. Ayrica direngli suglarla klinik belirtilerin iligkisini kurmakta hastalarda fark-
i1 duyarlibktaki virus kangimlarimn bulunugu zorluk yaratir. Ornegin retinite yol agan
CMV’nun gansiklovir duyarliliim, kan ya da idrardan daha kolay izole edilen izolatlann
duyarliligs yansitabilmekte midir?

Virus replikasyonunun tam baskilanmasi, direngli mutantiarin gelisimi ile miicadele
icin gereklidir. Yiiksek derecede etkili droglarin kombinasyonu en mantikli ¢zéim gibi go-
rillmektedir, Tedavi nceden mevcut mutantlarin {iremesini 6nler ve yeni mutantlarn orta-
va gikmasina izin verecek olan devam etmekteki replikasyonu bloke ederse, direng geligi-
mi olmaz. Drog tedavisi sirasinda direngli viruslarin ortaya giktiklart durumda ikinci bir
yaklagim ¢apraz direncin stz konusu olmadig: ikinci bir droga gegigtir. Her iki yaklagimin
da simirfayici fakeérl, etkili antiviral droglann simirh sayida olusudur (12).

HSV

HSV tip 1 ve 2 dzellikle bagigiklik yetersizligi olanlarda fatal seyirli olabilir. HSV ile
infeksiyonun tedavisinde ACV bagisiklik yetersizligi olan ve olmayan kigilerde bagan ile
kullan:lmaktadi, 1982 ve 1984 yillarindaki ¢aligmalarda bazi klinik izolatlarda ACV’e in-
vitro duyarlihkta azalma olmus ve direngli mutantlar tanumlanmaya baglanmigtir. Ozellik-
le AIDS)i hastalarda 1988 yilindan itibaren direngli suglar énemli bir problem olmaya bag-
lamuglarcir, ACV’e viral direng viral timidin kinaz (TK) ya da viral DNA polimeraz genin-
de olan mutasyon sonucu olur. Viral DNA polimeraz mutantlan TK mutantlarma kiyasla
daha az oranda goriiliirler. ACV’e direngli mutantlar difer antivirallere de capraz reaksiyon
gosterebilirler. Ancak gapraz direng paterni sabit degildir ve izolatlanin her bir antivirale
duyarlilifn yapilmalidir (4,5,7,9,13,14).

VZV

ACV’e direncli VZV reaktivasyonu bagisiklik yetersizligi olan hastalarda problem ya-
ratabilir, ancak direngli HSV suslarna kiyasla daha az sikhikla goriiliirler. Direng geligim
mekanizmast HSV’unkine benzer (11). .

CMV

CMV transplantasyon hastalarinda ve AIDS hastalarinda nemli bir mortalite ve mos-
bidite nedenidir. Tedavisinde kullanilan gansiklovir direncinde gansiklovir monofosforilas-
yonundan sorumnlu viral kinazi kodlayan UL97 geninde meydana gelen mutasyonlar so-
rumludur. Ikinci segenek olan foskarnette direngten sorumlu DNA polimeraz mutasyonla-
1 tammianmagtir (1,6,11).

HBV

Lamivudin ve famsiklovir kronik tagiyicilarda gergeklestirilen karacifer transplantas-
yonunu takiben reinfeksiyonu 6nlemede ve viral yiikii azaltmada bagan ile kultanilmakta-
dir. Bu droglarda, revers transkriptaz aktivitesinden sorumiu pol geninde meydana gelen
mutasyonlar droga direng gelisimine yol agmaktadirlar. Famsiklovir direncinden farkli mu-
tasyonlar da sorumludur (11).

HIV

AZT’ye ilk HIV direncinin belirtildigi 1989 yilindan bu yana HIV drog direnci konu-
sunda gok sayida ¢alisma yapilnugtir. Revers transkriptaz ve proteaz inhibitérlerine diren-
ce yol acan pek ¢cok mutasyon bildirilmigtir. Klinik uygulamada HIV direng yontemlerinin
roliiniin ne olacag incelenmektedir. Asagidaki iic durumda kullanim alam bulacag tahmin
edilmektedir:

I- Kullanilmakta olan drog ile bagarisiz sonug elde edildiginde

2- En uygun temas sonrasi profilaksiyi belirlemede

3- Vertikal olarak infekte bebeklerde (8,11).
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ANTIVIRAL DIRENC] TAYINDE KULLANILAN YONTEMLER
Antiviral direnci tayinde kullanilan yOntemler baslica iki grupta toplanir: fenotipik
ybntemler ve genotipik yontemler. Iki grup yoatemin kendine gore avantaj ve dezavantaj-
lar vardir,

Fenotipik yontemler

Plak rediiksiyon ybSntemi herpes viruslar igin en yaygin olarak kullanttanidir. HSV,
VZV ve CMV igin direng tayininde halen altin standart ydntemdir. Yaygin olarak kullani-
lan diger yontemler dye-uptake (boya tutumu), ELISA. ve DNA hibridizasyon yontemleri-
dir. Bu alanda flow sitometri de dzellikle CMV nin gansiklovire duyarhiigin: hizli sapta-
mada denenmekte ve olumlu sonuglar vermektedir, Sonuglar 1C;, ve 1Cy; (virus iiretimini

% 50 ve % 95 oraninda inhibe etmek igin gerekli drog konsantrasyonu) olarak ifade edil-
mektedir. Fenotipik yontemlerin en dnemli avantajlarindan biri tiim mutasyonlann toplam
sonucunu yansitmasidir. Ancak en énemli dezavantaji duyarhilii saptanacak virusun dnce
hiicre kiiltiiriinde gogaltthp titrasyonunun yapiimasiun gerekliligidir. Bu iglem, yontemin
uzun siire almasina, emek yopun olmasina yol agar. Ayrica bu izolasyon ve ¢ogaltma igle-
mi selektif bir islem olup gercei gostermeyen bir temsilcinin duyarlilifinin yansitilmasi-
na yol acabilir. Rutin kullamma gegebilmesi i¢in geligtirilmelerine gereksinim vardir,

Genotipik yontemler

Bu yontemler en ¢ok HIV igin kullanilmaktadir ve kiiltlirii yapilarnayan HBV gibi vi-
ruslar igin yaygin kullanim alam bulacaktir. Hizli oluglart baglica avantajlan arasindadis.
Genetik yontemler igin heniiz yayinlannug standartlar mevcut degildir. Baglica iki grupta
toplanir. A) selektif olanlar: Bu ydntemler arasinda selektif PCR ve nokta mutasyon ydn-
temi yer alir. HIV ve CMV'de direng tayininde kullanilmaktadir. Diger verilerin yoklugun-
da tek mutasyonlarm yorumlanmas: gligtiir. Bu grupta HIV'in RT mutasyonlarini saptayan
ve ticari olarak kiti meveut olan “line probe assay” de yer alir. Standart bir ydntem olusu
avantajlarindandir. B} Dizi analizi: dizi analizinde otomasyon ve bir mikrogip tizerine bin-
lerce oligoniikleotidden olusan PCR iiriinlerinin hibridizasyonu esasina dayanan gen cip
teknolojisindeki gelismeler ilgilenilen genlerle ilgili karmasik bilginin edinilebilmesine
yol agmusgtir. Hizl fakat emek yopun yontemlerdir, Genomik analiz de ayrica deneyim is-
teyen yontemlerdir (3,13).

Sonug olarak styleyebiliriz ki, antiviral drog direnci ile ilgili caligmalar viral enzim-
ler, belirli viral genler, antiviral droglarin etki mekanizmalan, viral infeksiyonlann patoge-
nezi ile ilgili bilgilerimizi arttirmis ve yeni antiviral ilaglanin bulunusuna yol agmigtis.
Droglarn geligtirilmelerinin tim agamalarinda, aday ilacin preklinik degerlendirme sira-
sinda, yeni drogun erken klinik kuHanmminin degerlendiriminde ve onaylanan tedavilerin
kullammu sirasinda direng gelisebilecegini ve bu direng gelisimini izlememiz gerektigini
artik &grenmis bulunuyoruz. Antiviral droglara direng geligimi ile ilgili bilgilerimiz arttik-
¢a viral infeksiyonlarin kemoterapisi de daha gelisecektir (12).
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