Antiviral behandling

Bent Faber Vestergaard

Ved en virusinfektion er det organismens egne celler
der syntetiserer nye viruspartikler, og det har moleky-
lerbiologisk vaeret en enorm udfordring at fremstille
kemiske stoffer der specifikt blokerer virussyntesen i
inficerede celler uden at heamme metabolismen i orga-
nismens normale celler. Syntetiske »fejlkopier« af nuk-
leosider — byggestenene til DNA og RNA - var de
forste succesrige antivirale stoffer. Siden er der frem-
stillet enzymagifte der specifikt rammer bestemte syn-
tetiske processer i den virale infektionscyklus: non-
nukleosidinhibitorer, proteaseheemmere og neuramini-
dasehammere. Det nyeste skud pa stammen er »anti-
sense« terapi, hvor kemisk modificerede gener med
komplementeare sekvenser til virus m-RNA specifikt
kan ramme virussyntesen uden at interferere med eks-
pressionen af celluleere gener. Antiviral terapi er blevet
kaldt molekylernes kamp, dvs. kampen mellem virus's
mutagene evne og molekylaerbiologernes kreativitet.
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iruspartikler er fritflyvende gener pakket ind i en

proteinskal og har ikke i sig selv nogen form for

»liv« forstaet som metabolisme. En viruspartikel »le-
ver« ikke for dens genetiske information kommer ind i en le-
vende, modtagelig celle, der har det enzymapparat og ener-
gistofskifte der er forudseetningen for at dette nye genetiske
budskab kan blive oversat, afleest og udfert.

Det er saledes den virusinficerede celle der aktivt synteti-
serer nye viruspartikler gennem anvendelse af de cellulaere
processer der ogsa finder sted i normale, ikke-inficerede cel-
ler. Det er derfor det har veret seerdeles vanskeligt at finde
stoffer der haemmer syntesen af nye viruspartikler, uden
samtidig at heemme syntesen af livsngdvendige molekyler i
normale ikke-inficerede celler.

De forskellige trin i den celluleere syntese af nye viruspar-
tikler er gennemgaet andetsteds i dette nummer af Tandlege-
bladet, og her skal kun nzevnes de specifikke processer der
finder sted under syntesen af virus, som det har veeret mu-
ligt at ramme med antivirale midler uden samtidig at gde-
leegge normale, ikke-inficerede celler i organismen.

Specifikke angrebspunkter i den virale infektionscyklus
Viruspartiklens adsorption til og penetration af cellemembranen

En raekke sdkaldte »designer drugs« er for nylig blevet udvik-
let pa basis af tredimensionale computeriserede molekylare
modeller af de virale og celluleere receptorer der formidler
adsorption og penetration af viruspartiklen. Disse stoffer er i
stand til at binde sig irreversibelt til receptorerne og dermed
blokere viruspartiklens evne til at binde sig til og traenge ind
i modtagelige celler (1).

Syntesen af viralt DNA eller RNA

En lang raekke virus — specielt herpesvirus og retrovirus
(HIV) — anvender ikke sjeeldent egne polymeraser til at syn-
tetisere de nye viruspartiklers genetiske materiale, dvs. de
medbringer eller koder for deres yegne« polymeraser. De vi-
rale polymeraser er »darlige« enzymer, dvs. de laver mange
fejl (punktmutationer), nar de afleeser nye DNA- eller RNA-
kaeder ud fra det originale virale genetiske materiale, og de
indbygger — til forskel fra de cellulzere polymeraser — fejlko-
pier af de nukleosider der udggr byggestenene i opbygning
af DNA eller RNA.

Netop syntetiske fejlkopier af nukleosider — de sakaldte
nukleosidanaloger — har vist sig at vaere meget effektive an-
tivirale stoffer, idet indbygningen af en fejlkopi medfgrer et
stop for den videre syntese af nukleinsyrekaeden (chain termi-
nation). Med nukleosidanalogerne har det veeret muligt at
blokere for opformeringen af viralt DNA og RNA i den virus-
inficerede celle uden at heemme den normale ikke-inficere-
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de celles syntese og aflaesning af egne gener (2). Baggrunden
for den specifikke haemning af de virale polymeraser skyldes
at de celluleere polymeraser til forskel fra de virale polymera-
ser er »dygtige« enzymer, der nasten aldrig laver fejl i af-
laesningen og ogsd kan »se« forskel pa den aegte vare og de
syntetiske fejlkopier af nukleosider.

Virale polymeraser kan ogsa blokeres af stoffer der direkte
binder sig til enzymets aktive omrade — de sakaldte non-
nukleosidinhibitorer, hvor der er fundet en raekke stoffer der
fortrinsvis rammer virale polymeraser.

Spaltninger og omlejringer i nydannede viruspartikler under frigorel-
sen (funktionel modning)

Syntesen af nye HIV-partikler i den inficerede celle omfatter
— som det sidste trin — en spaltning af et polyprotein til en
funktionelt fungerende proteinkapsel og en polymerase.
Denne spaltning udfgres af en virusspecifik protease, og det-
te enzym kan blokeres af forskellige syntetiske stoffer — de
sakaldte proteasehaemmere, der kun i ringe grad interfererer
med normale cellers proteaser. Heemning af den HIV-speci-
fikke protease betyder at de nydannede viruspartikler ikke
modnes til infektigst virus (3).

Antiviral terapi af herpesvirusinfektioner

Herpes simplex-virus (HSV) tilhgrer gruppen af humane
herpesvirus, der ogsa omfatter varicella-zoster-virus (VZV),
cytomegalovirus (CMV), Epstein-Barr virus (EBV) samt hu-
mane herpes-virus 6, 7 og 8. Det forste effektive antivirale
middel, der blev udviklet for over 20 ar siden, var aciclovir,
et syntetisk fremstillet derivat af guanosin, dvs. en nukleo-
sidanalog (fejlkopi). Aciclovir virker selektivt pa herpesinfi-
cerede celler pa to forskellige mader: for det fgrste fosforyle-
res aciclovir af den herpesvirusspecifikke thymedinkinase til
aciclovir-monofosfat, der kun vanskeligt difunderer ud af
cellen, hvilket betyder at der foregar en opkoncentrering af
aciclovir-monofosfat i herpesinficerede celler. Aciclovir-mo-
nofosfat videreomdannes til den aktive trifosforylerede for-
bindelse, der som det andet trin heemmer den herpesvirus-
specifikke DNA-polymerase, hvorved virusproduktionen op-
hgrer. Kombinationen af de to trin medfgrer at aciclovir er
flere tusinde gange mere potent i sin DNA-syntesehaemmen-
de virkning over for herpesvirusinficerede celler end over
for normale humane celler. Dette forhold giver stoffet den
store terapeutiske bredde, dvs. stor afstand mellem terapeu-
tisk og toksisk dosis (4).

Det senere fremstillede penciclovir er ogsa en nukleosid-
analog fremstillet ud fra guanosin med samme farmakody-
namiske virkning pa HSV-inficerede celler som aciclovir.
Bade aciclovir og penciclovir resorberes darligt fra mave-
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tarm-kanalen, men de to pro-drugs valaciclovir og famciclovir
formidler en hgj biotilgeengelighed ved oral indtagelse af
henholdsvis aciclovir og penciclovir (5,6).

Alle herpesvirus forarsager en livslang infektion, og man
skelner mellem den primare infektion og reaktivering. Den
primeere HSV-infektion finder ofte sted i barnealderen og
kan forarsage en sveer gingivostomatitis med herpessar pa
mundslimhinden, tungen, og laeber. Efter primaerinfektionen
etablerer HSV en latent infektion i de sensoriske neuroner i
trigeminus-gangliet. Herfra kan virus reaktivere og transpor-
teres via de sensoriske nerver til periferien og forarsage det
typiske forkglelsessar (herpessar). Den hyppigste udlgsende
faktor til HSV-reaktivering er kraftigt sollys, men ogsa tand-
leegebesgg kan — pga. de sensoriske stimuli i mundregionen
— udlgse forkglelsessar. Ca. 80% af den voksne danske be-
folkning er smittet med HSV, og ca. 1/3 af de smittede vil
have oplevet et eller flere recidiverende herpesudbrud pa
leeberne eller omkring mund og neese. Det recidiverende fa-
ciale herpessar kan lokalbehandles med aciclovir eller pen-
ciclovir, men behandlingen skal pabegyndes ved allerfgrste
symptom og gentages med fa timers mellemrum for at have
signifikant effekt pa symptomernes sveerhedsgrad og ophe-
lingstiden (7,8). Grunden til at senere indseettelse af behand-
lingen, fx efter 24 timer ingen effekt har, er at den lokale vi-
rusreplikation overvejende foregar det forste dggn, og de ef-
terfplgende dages symptomatologi iseer skyldes den steerke
immunreaktion mod det tilstedeveerende virus. Man ma i
den forbindelse huske pa at det recidiverende herpesudbrud
foregar i en person der allerede har udviklet et staerkt cellu-
leert og humoralt immunrespons mod virus.

Primaer HSV-infektion — facial eller genital — bgr behand-
les systemisk, dvs. med tabletter, safremt der er behov for
behandling. Ved primzerinfektion vil der kunne opnas effekt,
selv.om behandlingen fgrst pabegyndes flere dage efter
symptomstart, da udbruddet er langvarigt, og patienten end-
nu ikke har udviklet specifik immunitet mod virus (9). Reci-
diverende genital herpes bgr altid behandles med tabletter,
medmindre affektionen er velafgraenset og anatomisk let til-
gaengelig for lokalbehandling.

Patienter med hyppigt recidiverende herpessar kan opna
symptomfrihed ved suppressionsbehandling. Behandlingen,
der — bortset fra gkonomien — praktisk taget er bivirknings-
fri, kan fortseettes i maneder eller ar og medfgrer naesten
fuldsteendig symptomfrihed (10). Psykologisk kan det, hos
steerkt plagede patienter, veere en positiv oplevelse at de i
seerligt vigtige perioder i deres liv (jobsamtale, ferie, ny
kaereste etc.) kan sikre sig fri for herpesudbrud ved suppres-
sionsbehandling.

Reaktivering af VZV forarsager zoster, ogsa kaldet helve-
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desild. Bade aciclovir og famciclovir har effekt pa VZV, men
i mindre grad end over for HSV, og ved tabletbehandling af
zoster anvendes hgjere doser end ved HSV-infektioner. Be-
handlingen skal pabegyndes senest tredje dggn efter sym-
ptomstart og ber institueres hos alle patienter over 60 ar. Be-
handlingen har signifikant effekt pa opheling og smerteva-
righed (11,12). Lokalbehandling med aciclovir eller penciclo-
vircreme har ingen effekt pa et zosterudbrud.

Aciclovir og famciclovir har ingen effekt pa infektioner
forarsaget af CMV og EBV i terapeutisk opnaelige koncentra-
tioner. Tabel 1 angiver doser og tider ved tabletbehandling af
herpes og zoster.

Antiviral terapi af HIV-infektionen

Leegemiddelkataloget 2001 indeholder beskrivelse af i alt 22
forskellige antivirale midler, og heraf er over halvdelen rettet
mod HIV, hvilket afspejler den intense forskning der starte-
de med AIDS-epidemien. HIV er et retrovirus, hvilket bety-
der at virus transkriberer sine gener »baglaens«, dvs. fra RNA
til DNA vha. en RNA-afhaengig DNA-polymerase, kaldet »re-
verse transcriptase« (RT). DNA-kopierne af virusgenet inkorpo-
reres i cellens arvemasse, hvorefter virus enten kan ligge la-
tent — som for herpesvirus — eller cellen producerer nye
HIV-partikler vha. sine egne enzymsystemer. RT laver utrolig
mange fejl ved oversattelsen af RNA-koden til en DNA-kode,
dvs. det er ekstremt mutagent, og HIV muterer hurtigere
end andre virus. Der er udviklet en lang raekke nukleosid-
analoger og non-nukleosidinhibitorer der heemmer funk-
tionen af RT og dermed indbygningen af viralt DNA i cellens
gener (Tabel 2). RT-haemmere har ingen effekt pa produktio-
nen af HIV i de celler der allerede har indbygget HIV-genet i
deres arvemasse. Det har derimod den anden gruppe af stof-

Tabel 1. Tabletbehandling af herpes og zoster.

Klinik Stof Dosis og tid
Primeert og Aciclovir 200 mg x 51 5 dage
recidiverende Valaciclovir 500 mg x 2i 5 dage
herpesudbrud Famciclovir 250 mg x 311 5 dage
Supressions- Aciclovir 400 mg x 2 dgl.
behandling af Valaciclovir 500 mg x 1 dgl.
hyppige Famciclovir 250 mg x 2 dgl.
herpesudbrud
Zoster Aciclovir 800 mg x 517 dage
Valaciclovir 1000 mg x 3 i 7 dage
Famciclovir 500 mg x 317 dage
460

Tabel 2. Antivirale midler mod HIV.

Reverse transcriptase-heemmere Proteasehaemmere
Nukleosid- Non-nuklosid-

analoger inhibitorer

Abacavir Efaviremz Amprenavir
Didanosin Foscarnet Indinavir
Lamivudin Nevirapin Nelfinavir
Stavudin Ritonavir
Zalcitabin Saquinavir
Zidovudin

fer kaldet proteasehaemmere, der, som tidligere neevnt, stop-
per modningen af feerdigdannede viruspartikler.

HIV udvikler meget hurtigt resistens over for et givet stof
ved enkeltstofterapi, der derfor ikke anvendes mere. I mo-
derne HIV-terapi anvendes tre eller flere forskellige stoffer
og altid bade RT-heemmere og én eller flere proteasehaem-
mere (13,14). Dette forsinker resistensudviklingen i veesent-
lig grad. Behandlingen monitoreres ved at méle meengden af
viruspartikler i blodet ved kvantitativ genforstaerkningstek-
nik (RT-PCR), der direkte maler meengden af viral RNA i
plasma eller serum. I dag kender man naesten alle de punkt-
mutationer i HIV’s RT-gen og proteasegen der medfgrer re-
sistens over for de enkelte antivirale stoffer, og kan derfor —
nar virusmaengden begynder at stige under en flerstofbe-
handling — hurtigt analysere de pageldende gener i patien-
tens virus og se hvilke stoffer der ikke mere har virkning og
eendre terapien til midler som virus endnu ikke har udviklet
resistens overfor. Ved en sadan resistensstyret flerstofterapi
kan man holde virusproduktionen i skak i arevis, hvilket be-
tyder et fortsat fungerende immunapparat og bedre almen-
tilstand hos patienten. Flerstofbehandlingen af HIV-positive
gravide begyndende efter 12. uge har medfgrt at risikoen for
at fosteret smittes, er faldet fra over 20% til under 2%.

Medaljens bagside hedder bivirkninger, der kan vere s
udtalte at optimal terapi md opgives. De hyppigste er knogle-
marvsdepression, perifere neuropatier, alvorlige allergiske re-
aktioner (enkelte fatale) og eendringer i lipidmetabolismen.

Interferoner

Interferonkomplekset udggres af en gruppe proteinstoffer,
der dannes af mesodermale celler som respons pa en raekke
stimuli. Der findes en lang raekke interferoner, der kan ind-
deles i tre hovedgrupper, alfa-, beta- og gammainterferoner.
Alfainterferon er den dominerende type og produceres ho-
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vedsagelig af B-lymfocytter. Betainterferon dannes hovedsa-
gelig af fibroblaster, men mindre meengder produceres ogsa
af andre celler. Gammainterferon — ogsa kaldet immuninter-
feron — produceres af aktiverede T-lymfocytter. Aktiverin-
gen kan veaere uspecifik (fordrsaget af mitogener) eller frem-
kaldt ved stimulering med specifikke antigener. Interfero-
nerne virker lokalt ved fgrst og fremmest at pavirke interak-
tionen mellem messenger-RNA (m-RNA) og ribosomerne. Det
betyder at den genetiske informationsvej fra DNA over m-
RNA til den ribosomale proteinsyntese af det protein som
specificeres af det pageldende gen, bliver pavirket pa en
kompliceret made, der bade kan fremme visse genprodukter
og haemme ekspressionen af andre. Cellen bringes sd at sige
i antiviralt beredskab, forstaet saledes at dannelsen af virale
proteiner haemmes, og ekspressionen af cellulaere receptor-
proteiner der gor cellen mere synlig, dvs. mere sarbar for et
immunologisk virusspecifikt angreb. Resultatet bliver en
heemning af virusproduktionen og en langsommere spred-
ning af virus fra celle til celle.

En lang reekke humane interferoner er i dag fremstillet ved
DNA-rekombinant teknik (gensplejsning), og interferontera-
pi anvendes hovedsagelig til behandling af kronisk hepatitis
B og C. Interferon skal gives parenteralt flere gange om ugen,
og behandlingen er langvarig (halve til hele ar). Tyve procent
af patienterne vil opleve en langvarig bedring efter behand-
lingsophgr, men hos flertallet vender symptomerne tilbage.
Influenzalignende bivirkninger ved systemisk interferonbe-
handling er hyppige (feber, smerter i led og muskler).

Det har vist sig at hepatitis B virus (HBV), der er et DNA-
virus, i sin komplekse infektionscyklus anvender en inter-
medizer RNA-kopi af sit eget gen, der derefter aflaeses »bag-
leens« til viralt DNA via en HBV-specifik RT — altsd meget lig
HIV. Man har derfor undersggt alle tilgeengelige HIV-RT-
haemmere og fundet at nukleosidanalogen lamivudin i ud-
talt grad heemmer replikationen af HBV. Lamivudin er mere
effektiv end interferon til langtidsbehandling af patienter
med kronisk hepatitis B og er ved at erstatte interferonterapi
(15,16).

Fremtidens antivirale stoffer

I ar 2000 blev der introduceret en ny type antiviralt middel
— et sakaldt »designer drug« — rettet mod influenzavirus. Som
tidligere beskrevet blev dette molekyle syntetiseret ud fra vi-
den om den tredimensionelle struktur af det aktive omrade
af et enzym — neuraminidase — pa overfladen af influenza-
viruspartiklen. Neuraminidasen er i stand til at spalte sialin-
syre, der fungerer som den celluleere receptor for influenza-
virus, og som findes i store meengder pa overfladen af epitel-
cellerne i luftvejene og i den slim der deekker epitelcellerne.
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Uden en funktionel neuraminidase vil udefrakommende, og
specielt lokalt nydannede viruspartikler, blive »overmeette-
de« med receptormolekyler, hvilket forarsager sammen-
klumpning. Virus vil siledes ikke vere i stand til at etablere
infektion og sprede sig i luftvejene. Zanamivir er en neura-
minidasehaemmer. Stoffet bindes irreversibelt til neuramini-
dasens aktive omrade og blokerer enzymaktiviteten. Resul-
tatet er at influenzavirusproduktionen i luftvejene falder
med ca. faktor 1000. Stoffet inhaleres som pulverspray to
gange i dognet og forkorter sygdomsvarigheden, hvis be-
handlingen pabegyndes inden for 24 timer efter symptom-
debut (1). Midlet er ligeledes seerdeles effektivt som profy-
laktikum, men her er vaccination mod influenza enklere og
billigere. En reekke nye »designer drugs« rettet mod enterovi-
rus, der kan forarsage meningitis, og mod almindelig forkg-
lelsesvirus, er i klinisk afprgvning.

Det forste antivirale anti-sense-gen til antiviral behandling
blev registreret for mindre end et ar siden (17). Formavirsin,
som stoffet hedder, er en kort kaede af DNA med en basese-
kvens, der er komplementer til en CMV-specifik m-RNA.
Stabiliteten af det lille stykke DNA, dvs. dets resistens over
for enzymatisk spaltning af celluleere nukleaser, er gget ved
kemisk modificering af molekylets rygrad. Formivirsin bin-
der sig specifikt til m-RNA-molekylerne og aktiverer hermed
endogen RNA, der spalter den virale m-RNA. De tilsvarende
early antigener (CMV-regulatoriske proteiner) bliver saledes
aldrig syntetiserede. Ndr disse proteiner ikke dannes, kan de
neeste trin i den genetiske ekspression af CMV ikke komme i
gang, og resultatet er at den CMV-inficerede celle aldrig bli-
ver i stand til at syntetisere nye faerdige infektigse viruspar-
tikler (18).

Med stoffer som formivirsin naermer vi os genterapiens
greenseland. Virus er par excellence gensplejsere, idet vi-
ruspartiklens eneste formeringsmulighed er at splejse sit gen
ind i en levende celle, der sa vil syntetisere nye viruspartik-
ler. Ved genterapi er man derfor i vid udstreekning henvist til
at anvende genmodificerede virus som beerer af de gener
man vil overfgre til syge celler i organismen.

Et af de store problemer med de livslange herpes- og HIV-
infektioner er at det ikke er muligt at fa ram pa de virus der
har indbygget sig i arvemassen i de humane celler, og som
ligger som tikkende bomber der kan reaktivere nar som
helst. Det er ikke uteenkeligt at man i neer fremtid vil anven-
de genmodificeret virus med virale anti-sense-koder — et
slags »antivirus« — der kan invadere de virusinficerede celler
og der frigore anti-sense-gener, der irreversibelt binder sig til
de virale gener i den latent inficerede celle og derved bloke-
rer den virale genetiske information og umuligggr reaktive-
ring af det pageeldende virus (19).
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English summary

Antiviral therapy

The synthesis of viral particles during infection is predom-
inantly carried out by the normal enzymatic machinery of
the cells in the organism. As the understanding of the mole-
cular biology of viral replication gradually has increased, it
has become possible to identify specific processes in the
virus infected cells to be targeted for antiviral therapy. The
first successful antiviral drugs were the nucleoside analogues
capable of blocking the action of the virus-specific DNA and
RNA polymerases, leaving the cellular polymerases almost
untouched. Later on, specific chemical compounds have
been made which interfere with the action of viral polymera-
ses — the non-nucleoside inhibitors — and compounds
blocking other virus-specific enzymatic reactions: protease
inhibitors and neuraminidase inhibitors. Lately, the so called
»anti-sense« therapy has started to evolve where chemically
modified DNA oligo’es (12 to 15 mer long) with a sequence
complementary to viral m-RNA’s causing a halt to the syn-
thesis of the corresponding viral protein. Antiviral therapy
has been called a battle between molecular configurations, in
other words a battle between the mutational power of the
virus and the creativity of the molecular biologist.
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