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Herpetické viry patfi mezi vyznamné patogeny v imunosuprimované populaci, coz vede ke stoupajici spotiebé antiherpetik
a také ke stoupajicimu problému se vznikem rezistence k témto Iékiim. Clanek stru¢éné pojednava o nejvyznamnéjiich zastupcich
z antiherpetik, o zdkladnich mechanismech vzniku rezistence a u vybranych herpetickych viri také o soucasnych znalostech
o prevalenci rezistentnich kmen( a genetickych zménach spojenych se vznikem rezistence.
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Herpesviruses and resistance to antiherpetics

Herpesviruses belong to important pathogens in immunosuppressed population, which lead to increased consumption of an-
tiherpetics and of course also in increased level of resistant viruses to these therapeutics. This paper review basic informations
about the most important members of antiherpetics, basic mechanisms resistance to antiherpetics and up to date knowledge

about resistance prevalence and genomic changes associated to resistance.

Key words: herpesviruses, antivirals, resistance.

Uvod

Lidské herpesviry, zastupci virové Celedi
Herpesviridae, se tradi¢né deli do tiif podceled:i,
Alpha-, Beta- a Gammaherpesvirinae. Jednotlivé
podceledi se od sebe odlisuji celou fadou vlast-
nostf, od genera¢ni doby pfes schopnost rlstu
na tkanovych kulturach, po rozdilnou klinickou
manifestaci véetné schopnosti onkogeneze
u gamaherpesvirll. Podle obecného schématu
se ¢lovék setkd s herpesviry v Utlém détském
veéku a séroprevalence v dospélé populaci do-
sahuje vysokych hodnot, mezi 60-100% podle
typu viru (1). Urcitou vyjimkou je herpes simplex
virus typ 2 (HSV2) se séroprevalenci v dospélé
populaci kolem 20-50%, a nebo lidsky herpe-
ticky virus 8 (HHV8), kdy séroprevalence nedo-
sahuje 5% (1).

Velmi dleZitou vlastnosti herpetickych vir(
je jejich schopnost latentni infekce a nasled-
né reaktivace pfi oslabeni imunitniho systému

hostitele. Pravé tato vlastnost fadf herpetické

togend ve skupiné pacientl s imunosupresi.
Casté reaktivace herpetickych infekef u téchto
pacientd vede k uzivani specifické virostatické
terapie a u nékterych skupin pacientd (zejména
po transplantacich) i k dlouhodobé profylaxi
témito terapeutiky. To s sebou podobné jako
v bakteridln{ fisi nese problém vzniku a stoupajicf
prevalence rezistence herpetickych vird k ttmto
lék&im. Tento prehledovy ¢lanek prindsi struc-
ny souhrn informaci o problematice rezistence
herpesvird k antiherpetiklim, respektive pouze
u téch herpetickych virQi, proti kterym méame
Uc¢innou terapii (HSV 1, HSV2, VZV, CMV a HHV6).

Antiherpeticka terapie

Herpetické viry patfi mezi nemnoho viro-
vych celedi, u nichZ je k dispozici Uu¢inna kau-
zalIni antiviroticka (virostatickd) terapie. Mezi
zakladnf Iéky proti infekcim zplGsobenym her-
pes simplex virem (HSV) a varicella-zoster virem

(VZV) patii acyclovir (ACV) a penciclovir (PCV)
a jejich esterové derivaty — valaciclovir (VACV)
a famciclovir (FCV). Jednéa se o tzv. nukleosi-
dova analoga, jejichz Uc¢inna forma vyzaduje
vzdy trifosforylaci a cilovym mistem je virova
polymeraza (2, 3). Dalsim antivirotikem z této
skupiny je brivudin (BVD), ktery ma prokdzanou
aktivitu proti HSV1 a VZV. Brivudin patif mezi vel-
mi U¢inna antivirotika s EC,  pro VZV v rozmezi
0,001-0,003 pg/ml a pro HSV1 o jeden fad vyssi.
Velmi zajimavé je, ze i kdyz velmi dobre funguje
u viru HSV1, nefunguje u viru HSV2 (EC, pro
HSV2 je 10 ug/ml), coZ je zplsobeno zménou
v jedné aminokyseliné v aktivnim misté HSV2 TK
(4). Zcela stejné schéma platii u zakladnich lékd
proti cytomegaloviru (CMV), tedy gancicloviru
(GCV) a jeho valyl-esterového derivatu valgan-
cicloviru (VGCV), pro ucinnou formu vyzaduijf
trifosforylaci a cilovym mistem je opét virova
polymerdza (2). Podle studif je prokazand dobra
aktivita gancicloviru i k HSV (1D, 0,2-8,0 umol)
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ain vitro nejista aktivita u EBV (ID,; 1-4 umol),
VZV (ID,, 4-40pmol) a lidskému herpetickeé-
mu viru 6 (EC, 3,1-5,8umol) (2, 5). Podobné je
popisovana i nejistd in vitro aktivita acycloviru
k infekcim virem Epsteina-Barrové (EBV) ¢i lid-
skych herpetickych vir 6 a 7 (HHV6 a HHV?) (2).

Jako rezervni (pro pomérné vysokou toxici-
tu) antiherpetika je mozno pouzit analoga pyro-
fosfatu foscarnet (FOS) a acyklicky analog cytidi-
nu cidofovir (CDV). Mistem Ucinku obou téchto
antivirotik je virova polymerdaza, pficemz FOS
nevyzaduje fosforylaci a CID vyzaduje pouze
difosforylaci bunécnymikindzami (2, 3). Pomérné
novym antivirotikem s Uc¢inkem na CMV je mari-
bavir (MBV). Jedna se o derivat benzimidazolu,
ktery funguje jako kompetitor ATP v misté jeho
vazby na virovou thymidinkindzu. Jedn4 se tedy
o antivirotikum se zcela jinym mechanismem
Ucinku, nebot nejenze nepotiebuje fosforylaci
pro svij ucinek, ale jeho cilem nenf ani virova
polymerdza, jak je tomu u vsech pfedchozich
antivirotik (6).

Zakladni mechanismus
vzniku rezistence

V rdmci replika¢niho cyklu herpesvird pro-
biha i pfepis matefské DNA do dcefinych, které
jsou poté soucasti nové tvofenych virovych
partikuli. Pro tento krok je zcela nezbytna funk-
ce virem kodované polymerazy (virova DNA
dependentni DNA polymeraza), kterd v rdmci
replika¢niho cyklu funguje jako enzym syntézy
komplementarnich vlaken virové DNA. To je
ddvodem, proc je tento enzym hlavnim cilem
valné vetsiny antiherpetik, protoze bez funkéni
virové polymerdzy nenf virus schopen replikace
a infekce se tak zastavuje.

Trifosforylace nutna pro vznik tc¢innych fo-
rem antiherpetik je velmi dllezity krok spojeny
s tvorbou rezistentnich mutant, nebot prvnf
fosforylace je provéadéna pomoci virovych thy-
midinkinaz (TK). Trifosforylovana forma léciv
pak plsobi jako kompetitivni inhibitor virové
DNA polymerdzy. Pokud je inkorporovéna do
replikované DNA, pak zamezf jeji daldi replikaci
(2, 3). Mutace v genu pro enzym TK patif mezi
hlavni misto vzniku rezistentnich mutant, nebot
zmeény v aktivni ¢asti enzymu vedou ke zméné
schopnosti fosforylovat nukleosidové analoga.
Obecné mohou nastat tfi varianty defektu TH.
Bud' nedojde k vytvoreni funkeni TK (Thymidine-
kinase negative mutants), nebo je vytvofen

enzym se snizenou funkci (TK low producer
mutants). Vzacné dojde k vytvoreni substratove
specifického enzymu (TH altered mutant, en-
zym funkéni pouze pro thymidin, ale ne jiz napf.
pro ACV) (3). Enzym TK nenf pro virus vitalné
nezbytny, ale hraje pravdépodobné dllezitou
roli v patogenité viru, nebot u TK low producer
mutaci byla zaznamendna na zvifecich mode-
lech snizend patogenita a TK negativni mutanty
majf dle studii velmi omezenou (i kdyZ za urci-
tych situaci moznou) schopnost reaktivace (3).

Protoze cilové misto vétsiny antiherpetik
je virova polymeraza (pol), mohou se nékteré
mutace v genu pro tento enzym projevit ta-
ké ztratou funke¢niho enzymu nezbytného pro
replikaci viru. Mutace v genu pro virovou poly-
merdzu tak patif mezi druhé nejcastéjsi misto
mutaci spojenych s rezistenci na antiherpetika,
ale v porovnani s mutacemi v genech pro TK
velmi minoritni. Ddvodem je fakt, Ze virova po-
lymeraza patfi, na rozdil od TK, k esencialnim
enzymUim pro virovou replikaci, a tak jakdkoli
mutace v tomto polyproteinu virus znevyhod-
nuje (3).

Herpes simplex virus

Podezreni na infekci virem HSV s rezistenci
na antivirotika Ize vyslovit pfi pfetrvavani aktiv-
nich loZisek i pres 7-10denni standardni antiviro-
tickou lé¢bu nebo pfi objeveni se novych nebo
atypickych loZisek v prdbéhu této terapie (7).
Pro HSV plati, ze u klinickych izolatl je cca 95 %
rezistentnich kmenu spojenych se zménami
v genu UL23 — genu pro virovou TK, a zbylych
5% pak v genu UL30 - genu pro virovou poly-
merazu (3, 7).

V genu UL 23 bylo identifikovédno celkem 6
konzervativnich Usekd, pficemz zmény v regi-
onech tzv. ,ATP-binding site” (¢ast enzymu TK
vazici se s ATP), ,nucleoside-binding site” (¢ast
enzymu TK vazici se se substrdtem — nukleo-
sidem) a Cys 336 (HSV1), resp. 337 (HSV2), jsou
nejvice spojovany se vznikem ACV-rezistentnich
mutant (3, 7). Podle dfivéjsich studii byla zména
v cca 50 % spojena s deleci/inzerci (frame shift
mutace, tj. delece nebo inzerce Useku genu ve-
de k posunu ¢teciho rdmce, a tim k vytvoreni
zménéného produktu, nebo k vytvoreni stop ko-
donu) a v 50% se substituci 1 nukleotidu (single
aa substituce, tj. zména nukleotidu za nukleotid,
a tak v urcitych pfipadech i ke zméné vedoucf
k vytvorfenf jiné aminokyseliny). Dle recentnich
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studif nyni pfevlada v 62-80% zmeéna typu
delece/inzerce (3, 8). Rezistence HSV k PCV je
popisovana se zménamiv UL23 genu, nejc¢astéji
ve shodnych regionech jako u ACV-rezistentnich
mutant, v 96% se jednd o frame shift mutaci
(3). Vysledkem téchto zmén v genu UL23 jsou
zmeény ve funk¢énosti enzymu TK. Mutace v ge-
nu UL23 jsou spojeny s rezistenci na jeden typ
antivirotika (a jeho derivat(). Celkem je v genu
UL23 popséno 134 mutaci spojenych s rezistencf
k antiherpetiklim a pocet tzv. pfirozenych poly-
morfismu (tj. zmén sekvence genu) bez vztahu
ke vzniku rezistence, je dokonce mnohondasob-
né vyssi. To s sebou pfindsi mnohdy obtizné
hodnocenf pfi diagnostice rezistentnich kmen(
metodou sekvencni analyzy (9).

Mutace v genu pro virovou polymerdzu ma-
ji velkou dllezitost, protoze vznikla rezistence
byva velmi ¢asto sdruzena s rezistenci k dal$im
antiherpetikdim s Uc¢inkem na virovou polyme-
razu (7,9).V genu UL30 bylo identifikovano cel-
kem 7 konzervativnich regiont — I-VII. Mutace
spojované s rezistenci na ACV a jeho esterovym
derivatlim jsou nejcastéji popisovany v regio-
nu ll, llla Vl a vzécnéjii 6-regionu C. Rezistence
k FOS je pak popisovana nejcastéji v regionech
I, 1Ila VI, méné asto v nekonzervativnim Useku
mezi regionem VI a I. Z vyse uvedeného vyplyva,
Ze velmi ¢asto se jednd o sdruzenou rezistenci na
ACV a FOS, ktera je nejvice popisovana u muta-
ci v regionech Il a VI. Mutace S724N (region II)
aL778M (region VI) je pak spojena s rezistenci
k ACV (a jeho esterovym derivatlim), FOS a se
snizenou citlivosti k CDV (7,9). Na rozdil od muta-
cfvgenu UL23 se u genu UL30 jednd nejcastéji
o single aa substituce, méné ¢asto pak o inzerce/
delece (7).

Prevalence rezistentnich mutant se vyznam-
né lisf dle stavu imunity hostitele. Vimunokom-
petentni populaci byva prevalence rezistence
k ACV udavéna nejcastéji mezi 0,1-0,7 %, vyssi
procento je ale popisovano napf. u pacientd
s herpetickou keratitidou, a to az v 6,4 %, coz vel-
mi pravdépodobné souvisi s délkou podavanych
antiherpetik (7). Zcela jina situace je u pacient(
simunosupresf, kdy je prevalence rezistentnich
mutant popisovéana u 3,5-14% pacientl (pa-
cienti HIV pozitivni, pacienti po transplantaci
solidniho orgdnu nebo hematopoetickych bu-
nék) (7, 8). Vyjimecné je udavéna prevalence az
29-36%, a to ve studiich u hematoonkologic-
kych pacientd po alogennf transplantaci (7, 10).
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Vzacngji byly také popsany mutace bez seleke-
niho tlaku podavaného antivrotika (7). Informace
o rezistenci HSV k antiherpetiklim jsou z Uzemf
CR velmi sporadické. NapF. v praci brnénskych
autorl zabyvajici se terapii o¢nich infekci zpa-
sobenych HSV1 bylo selhdni terapie popsano
u 149% pacientd, ale bez potvrzeni genotypizacf
nebo provedenim stanoveni EC,  (11).

Varicella zoster virus

Podezieni na selhani terapie u infekci vi-
rem VZV Ize vyslovit pfi perzistenci klinickych
pfiznakd VZV infekce po vice jak 10-14dennf
terapii ACV (7). | pfes to, ze VZV ndlezi do stejné
podceledi jako HSV, ma pomérné vyznamné
zmény v genetické vybavé. Hlavnim rozdilem je
vyznamné nizsi CG pomér v genomu VZV (46 %)
oproti HSV (68 %), strukturalni odlisnosti v mo-
lekule DNA i celkové velikost genomu (7, 12).

Podobné jako u HSV jsou hlavnimi misty
pro vznik mutaci spojenymi s rezistenci na anti-
virotika dva geny, gen pro VZV thymidinkindzu
(ORF36) a gen pro virovou polymerdzu (ORF28).
V genu ORF36 se nachazi nékolik homopolymer-
nich Usekd a ty se zdaji byt ¢astym mistem pro
vznik mutaci spojenych s rezistenci na ACV, a to
nejcastéji formou delece/inzerce (3, 7). Mutace
typu single aa substituce jsou pak nachazeny
po celém genu, ale s jistou predispozici pro dva
Useky —,ATP binding site” a ,nucleotide binding
site”, kde jsou tyto mutace nachédzeny castéji nez
v jinych Usecich.

DNA polymeradza ma velmi podobnou struk-
turu jako u HSV, také je popsano 6 konzervativ-
nich Usekd. Mutace v tomto genu jsou nejcasteji
typu substituce single aa. Predominantnim mis-
tem pro mutace spojené se vznikem rezistence
je tzv. katalytickd ¢ast virové polymerdzy, kon-
krétné pak Useky Il alll (7, 12). Nékteré mutace
v genu ORF 28 jsou spojené se vznikem zkiiZzené
rezistence k ACV a FOS, nicméné kmeny s rezis-
tenci k FOS jsou pomérné vzacné. V porovnanf
s HSV jsou také mnohem méné popisovany tzv.
ptirozené polymorfismy, a zd4 se tedy, ze genom
VZV je mnohem konzervativnéjsi.

V imunitné kompetentni populaci byla re-
zistence na antivirotika u VZV popsana pouze
u pacientl s rekurentniVZV keratitidou. Vice po-
pisovanych pffpadd je u pacientd s imunosupre-
sf, ato u pacientl s HIV a po transplantacich
solidnich orgdnt nebo hemopoetickych bunék.
Prevalence ale nenfani u téchto pacientt zndma,
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nebot vétsinou jsou publikovany pouze jednotli-
vé kazuistiky u pacientl nereagujicich na terapii.
Nicméné podle jedné z nemnoha vétsich studif
byly v souboru 87 pacientd s hematologickou
diagndzou u 27 % izoldtl VZV nalezeny zmény
vV genomu spojované se vznikem rezistentnich
mutaci (13), coz by mohlo nasvédcovat, Ze nej-
méneé v této skupiné pacientd je prevalence
rezistence podobna jako u HSV.

Lidsky cytomegalovirus

Podezfeni na pfitomnost rezistence je de-
finovano stavem, kdy po 14denni terapii an-
tivirotikem nedojde ke snizenf viremie nebo
u pacientl po transplantacich orgédnt dojde
k rozvoji CMV choroby v dobé podavani nebo
krétce po ukonceni dlouhodobé profylaxe gan-
ciclovirem (14, 15).

Stejné jako u predchozich virl je rezistence
na antivirotika spojovédna s mutacemi ve dvou
genech —genu pro CMV thymidinkindzu (CMV-
TK, gen UL97) a genu pro virovou polymerazu
(pol, gen UL54). Gen UL 97 ma na rozdil od HSV
aVzV celkem 9 (I-1X) konzervativnich Usek(
a popsané mutace spojené se vznikem rezis-
tence jsou bud typu single aa substituce, nebo
typu frameshift mutace (delece 1-17 aminoky-
selin). Nejcastéji jsou mutace nachdzeny v misté
,ATP-binding site” (kodony 460-520) a ,sub-
strate binding site” (kodony 590-607) a sedm
nejcastéjsich — M460I, M460V, H520Q, C592G,
A594V, 5955, C603W — pak tvoff vice jak 80%
vSech dosud zaznamenanych mutaci. Zbylé se
pak nachazeji mimo tyto useky, popsany byly
napr.v konzervativnim tuseku IVB a Vil ale i jinde
(14, 15). Zmény v genu pro CMV-TK jsou nejCastéji
spojovany se vznikem rezistence ke GCV a jeho
esterovym derivatim. Nicméné experimentélné
(po selekénim tlaku maribaviru) byla v tomto
genu prokazand i mutace spojena se vznikem
rezistence k MBV, a to pfi single aa mutacich
v kodonech 353, 397,409 a 411. Tyto kmeny vy-
kazovaly 9-200nasobné zvyseni D,  a rezistence
nebyla spojend s rezistenci na jind antivirotika (6).

Gen pro virovou polymerdzu ma nékolik
konzervativnich domén — exonukledzové do-
mény |-l (Exo I-Ill) a dale 7 konzervativnich
Usekd (I-VII) v ¢asti zodpovédné za polymeriza-
ci (12, 13). Mutace v tomto genu jsou nachazeny
ve velmi Sirokém uUseku — kodony 300-1 000,
a na rozdil od mutaci v genu UL97 zde nejsou
zaznamenana z&dna jasna predispozi¢ni mis-
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ta, coz klade zvysené naroky na detekci téch-
to mutaci (14, 15). Nicméné se dle literdrnich
Udajl zda, ze zkiizend rezistence GCV+CDV
je spojovana Castéji se zmeénami v ¢asti genu
Exo a v regionu V, zatimco zkfizend rezistence
FOS+GCV a FOS+CDV+GCV spise v regionu |l
genu UL54 (6). V klinickych izoldtech se mno-
hem castéji a dfive (ve vice jak 90 %) objevuji
mutace v genu pro TK nez v genu pro virovou
polymerazu, patrné ze stejnych dlvodd, jako
je tomu u viru HSV (14). Dokonce se udava, ze
mutace v genu pro virovou polymerazu se
objevuji témér vzdy jiz u kmene s koexistujici
mutaci v genu pro TK, samostatné mutace
V genu pro virovou polymerazu jsou popiso-
vany velmi raritné (6).

Co se tyka prevalence rezistentni popu-
lace, je udavana v rozmezi 0-17,6 % u pacien-
tl po transplantaci plic, 0-6,2% u pacientl
po transplantaci ledvin a 0-79% (az 14,5%
u vysoce rizikovych pacientd) u pacientl po
transplantaci kostni diené (6, 16). Situace s rezi-
stenci cytomegaloviru ke GCV je obdobna jako
v jinych pracech. V praci hradeckych autor(
bylo ze 40 pacientl u 7 prokdzano selhanf GCV
v terapii, ale pouze u dvou (5%) byl prokdzan
i geneticky substrat pro tuto rezistenci (17).
Rizikovymi faktory vzniku rezistence jsou jako
u pfedchozich vird - typ a mira imunosuprese,
délka antivirotické terapie, a u transplantova-
nych pacientd pak i sérostatus jak darce, tak
pfijemce organu (6, 16).

Lidsky herpeticky virus 6

Infekce, resp. reaktivace HHV6 patii mezi
vyznamné komplikace imunosuprese zejména
u pacientt po transplantacich, a u této skupiny
pacientl je i nezfidka léc¢ena GCV. Vznik rezisten-
ce je spojovan s mutacemi v genu pro virovou
thymidin kindzu (U69) a genu pro virovou poly-
merazu (U38) (3). Udajdl o mutacich spojenych
s rezistenci na antivirotika nenf u tohoto viru
mnoho a vétsinou se jedna pouze o kazuisti-
ky. V- genu U69 jsou mutace soustfedény do
subdomeén Vb a Xl a zmény vedou k rezistenci
ke GCV. V genu pro virovou polymerazu jsou
mutace soustredény v &-regionu C (rezistence
kFOS), regionu VIl (polyvalentnirezistence FOS,
GCV,CDV) a v Useku genu za regionem V (Casté
polymorfismy, ale i polyvalentni rezistence FOS,
GCV, CDV) (3). Udaje o prevalenci rezistentnich
kmen? HHV6 v literatufe zcela chybi.
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Zaver

Zavérem je tieba se zminit o problemati-
ce definice rezistence. Podle studif se totiz zd3,
7e velkd ¢ast pfipadl, kdy antiviroticka terapie
nefunguje, nenf spojena s ndlezem mutaci v ge-
nu, kterd by tuto rezistenci vysvétlovala. Hovoff
se o tzv. klinické rezistenci, kterd je zapficinéna
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