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DUNDEN BUGUNE HERPES SIMPLEKS VIiRUS ASI CALISMALARI

HERPES SIMPLEX VIRUS VACCINE STUDIES: FROM PAST TO PRESENT

Diirdal US*

OZET: Ginimizde Herpes simpleks virus (HSV) enfeksiyonlarinin
insidansindaki dramatik artis ve 6zellikle genital herpesin fiziksel ve psikososyal
morbiditesinin ylksek olmasi, HSV asilarina gereksinim dogurmaktadir.
Basarili bir asi i¢cin hedef alinmasi gereken en énemli 6zellikler, virusun
noronal yayilimi, latentlik olugturmasi ve konakta 6zgul immudn yanit varligina
ragmen reaktive olabilmesidir. ideal bir HSV asi adayinin hastalik gelisimini
Onlemesinin yaninda viral salinimi da sinirlamasi arzu edilmekte, bunun igin de
virusu giris kapilarinda durdurarak “sterilize edici bir immun yanit” olusturmasi
beklenmektedir. HSV asilari ile ilgili ilk galigmalar 1920’li yillarda baslamis ve
yaklasik 85 yillik zaman surecinde basarili bir asinin gelistiriimesi igin blylk
¢abalar sarf edilmistir. Cesitli hayvan modellerinde alinan basarili sonuglar
Umit verici olmasina ragmen insan c¢alismalari asinin etkinligi konusunda hayal
kirikhigr yaratmistir. Bugline dek Uzerinde klinik degerlendirme yapilan HSV asi
stratejileri; canli HSV’un otoinokilasyonu, inaktive tim virus agilari, canli atentie
virus asilari, modifiye canli virus alt tnite asilari, hiicre kilttrl kaynakli alt tnite
asilari, rekombinant alt Unite (glikoprotein) asilari, DISC (Disabled Infectious
Single Cycle) virus asilari, viral vektor ve ¢iplak DNA asilaridir. Birgok klinik
as! ¢alismasinda, asilanan kisilerde oldukga ylksek dizeyde 6zgll nétralizan
antikor indiksiyonuna ragmen korumanin saglanamamasi, gerek enfeksiyondan
korunmada gerekse tekrarlarin énlenmesinde HSV’lara kargi humoral immin
yanittan ziyade hicresel yanitin énemi oldugunu ve asinin 6zellikle Th1 tipi
yaniti indUklemesi gerektigini vurgulamaktadir. Yapilan klinik ¢calismalardan en
umut verici sonug, adjuvanli HSV-2 glikoprotein D rekombinant alt Unite asisi
(gD2-alum/MPL) ile ahinmistir. Bu asl, erkeklerde ve seropozitif kadinlarda etkili
olmamasina ragmen seronegatif kadinlarda genital hastaligi dnlemede %74 etkili
bulunmusgtur. Ginumulzde umut verici gortinen bir diger yaklasim da genetik
olarak modifiye edilmis canl virus asilaridir. Bu ¢alismalar arasinda, nérovirilans
geninin (y,34.5) delesyonu ile elde edilen asilar ve esansiyel genlerinden birisi
(6rn. gH geni) cikarildidi igin replikasyonu tek turda sinirlanmig replikasyon
defektif DISC virus asilar yer almaktadir. Sonug olarak, tim c¢abalara ragmen
glinimizde HSV proflaksisi ve imminoterapisi i¢in lisans alabilmis bir asi ne
yazik ki mevcut olmamakla birlikte galismalar tim hiziyla devam etmektedir. Bu
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derleme yazida, HSV asi ¢calismalarinin diinden bugune tarihsel olarak gelisimi,
yapilan preklinik ve klinik ¢alismalar ve basarili bir HSV asisinin gelistiriimesi
icin gerekli faktorler tartisiimaktadir.

Anahtar sézclikler: Herpes simpleks virus (HSV), HSV agilari, inaktive virus
asist, gD2-alum/MPL agisi, DISC virus agisi, alt (nite asisi, as! ¢alismalari.

ABSTRACT: The dramatical increase in the prevalence of Herpes simplex
virus (HSV) infections and the significant physical and psychosocial morbidity of
HSV type 2 infections, generate the need for an efficacious HSV vaccine. The
most important properties of HSVs that should be targeted for a successful
vaccine are neuronal invasion, latency and reactivation in spite of specific host
immune responses. The major expectation for an ideal HSV vaccine candidate
is to induce sterilizing immunity, which must be effective at all portals of HSV
entry; to prevent or reduce the symptomatic disease and to eliminate or at
least to limit the asymptomatic viral shedding. The first vaccine studies have
began in the 1920s and in the intervening eight decades there have been many
attempts to develop an effective one. Although encouraging findings came from
experiments in various animal models, human studies have been disappointing,
unfortunately. The vaccine strategies that have undergone clinical evaluation
until today included autoinoculation of live HSV, whole inactivated vaccines,
attenuated live virus vaccines, modified live virus subunit vaccines, cell culture-
derived subunit vaccines, recombinant subunit (glycoprotein) vaccines, DISC
(Disabled Infectious Single Cycle) virus vaccines, viral vectors and naked DNA
vaccines. In most of the clinical studies the failure of HSV vaccines in spite of
inducing very high levels of specific neutralizing antibodies have emphasized that
cell-mediated immune response, especially Th1 type immunity is important in
preventing both primary disease and recurrences with HSV, rather than humoral
response. The most hopeful result was obtained with HSV-2 gD and alum/MPL
vaccine in clinical studies. This vaccine was found 74% effective in preventing
genital disease in HSV seronegative women but was not effective in men or
seropositive women. In recent years it is possible to genetically engineer HSV
to produce a vaccine strain that is protective without causing human disease.
An example for this strategy was the development of a live attenuated vaccine
from which neurovirulence gene (y,34.5) has been removed. Another promising
one was the replication-defective DISC virus HSV vaccine which is derived from
a virus with an essential gene (e.g. gH gene) deleted, so the replication has
been limited only to a single cycle. As a result, intensive HSV vaccine trials are
currently underway, although all the previous attempts to produce an effective
vaccine for the prophylaxis and immunotherapy against HSV have been largely
unsuccessful. In this review the history of HSV vaccine development together with
the preclinical and clinical studies from past to present has been summarized
and recent progress for an effective HSV vaccine together with the further
improvements required for an immunogenic vaccine have been discussed.

Key words: Herpes simplex virus (HSV), HSV vaccines, inactivated virion vaccine,
gD2-alum/MPL vaccine, DISC virus vaccine, subunit vaccines, vaccine trials.
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GIRIS

Tdm dunyada yaygin olarak bulunan Herpes simpleks viruslarinin (HSV) en
onemli 6zelligi, latentlik olusturmalar ve 6zgul konak immun yanitinin varligina ragmen
zaman zaman tekrarlarla seyreden enfeksiyonlara yol agcmalandir’. HSV tip 1 ve tip
2 tarafindan olusturulan enfeksiyonlar; mukoz membranlarda primer ve tekrarlayan
lezyonlar (gingivostomatit, herpes labialis, genital herpes), keratokonjunktivit, neonatal
herpes, herpes ensefaliti, immun kompromize konakta yaygin enfeksiyonlar ve eriterna
multiforme gibi cok gesitli klinik semptomlarla karsimiza gikmaktadir'. Enfeksiyonlarin
%20’sinin asemptomatik, %60'Inin tanimlanamayan semptomatik ve ancak %20'sinin
tanimlanabilen semptomatik sekilde geciriimesi nedeniyle, HSV enfeksiyonlarinin
gercek prevalansi hakkinda net veriler yoktur; ancak 1999 yili verilerine goére tum
dinyada HSV ile enfekte yaklasik 86 milyon kisi oldugu belirtiimektedir'2. Amerika
Birlesik Devletleri (ABD)’'nde HSV-2 enfeksiyon prevalansinda 1970’li yillarin sonundan
bu yana yaklagik %30 oraninda artis oldugu vurgulanmis ve son yillarda sadece
bu Ulkede 500.000/yil yeni genital herpes olgusunun ortaya c¢iktigr bildirilmistir2.
Genital herpesin farkli toplumlarda saptanan insidansi %5-40 arasinda degismekle
birlikte, bu oran “Cinsel Yolla Bulasan Hastalklar” (CYBH) kliniklerine bagvuran
hastalarda %30-80'ne ulagmaktadir’. HSV-1 icinse 5 yasindan kiguk cocuklarin
yaklasik %20’sinde, geng erigkinlerin %50’sinde ve 50 yasin Uzerindekilerin %80-
90'Inda seropozitifligin oldugu bildiriimektedir’2.

HSV, nadiren gdrulen neonatal herpes ve ensefalit gibi enfeksiyonlar haricinde
hayati tehdit eden (emerging) hastaliklara neden olmadigi icin, son yillara kadar
virusun eradikasyonu ile ilgili calismalar inmal edilmistir. Ancak son yillarda, 6zellikle
gelismekte olan Ulkelerde genital herpes lezyonlarinin HIV bulasinda énemli risk
faktorleri arasina girmesi ve herpes enfeksiyonlarinda psiko-sosyal ve fiziksel
morbiditenin yldksek olusu bu gortsin degismesine neden olmustur.

HSV asi calismalar yaklasik 85 yil dnce baslamis olup halen devam etmektedir.
Bu calismalar, canli atente, inaktive ve alt Unite virus agilar ile yapilmig ve son
yilllarda da yeni teknolojilerle gelistirilen asilar gindeme gelmigtir®4.

HSV agsi calismalarinin amag ve temellerinin anlagilabilmesi igin, virus yapisinin
ve konak immun yanit mekanizmalarinin iyi bilinmesi gereklidir.

VIRUSUN YAPISI, GENOMU ve GEN URUNLERI

Herpes simpleks virus partikuld; cift iplikli viral DNA'y1 iceren elektron-yogun
kor, 162 kapsomeri olan ikozahedral bir kapsid, kapsidi sikica ¢evreleyen amorf
bir tegiment ve zarftan olugsmaktadir’. HSV'un her iki tipinin de DNA's|, birbirine
kovalent olarak bagli 2 komponentten (L: Long; S: Short) olusur ve her komponent,
uzun ters tekrar (inverted repeat; IR) bolgeleri olan 6zgun diziler (sirasiyla UL veya
US) icermektedir. Bugln icin HSV-1 ve -2 DNA’sinin en az 84 farkli polipeptid
kodladigi dustndlmektedir’.

Enfeksiyon, virusun hlcre ylzeyi reseptorlerine baglanmasiyla baglar, zarf ile
plazma membrani arasinda kaynasma olur, kapsid ntklear porlardan cekirdege tasinir ve
DNA nUkleusta aciga cikar. NUkleustaki viral replikasyonun temel safhalari; transkripsiyon,
DNA sentezi, kapsid olusmasi, DNA’nin paketlenmesi ve tomurcuklanmadir.
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Virusun yuUzey glikoproteinleri, htcreye tutunma ve penetrasyondan
sorumludur. Viral zarf 11 glikoprotein (gB, gC, gD, gk, gG, gH, gl, gJ, gK,
gL, gM) igerirt. Bunlar arasinda alt Unite asisi olarak calisilan en 6nemlileri gB
(enfektivite igin gerekli protein) ve gD (enfektivite icin gerekli, ndtralizan antikorlarin
en kuvvetli indtkleyicisi) glikoproteinleridir. Ayrica gH (virusun hucreye girisinde
gerekli, ndtralizan antikor olusumunu indtkler) glikoproteini eksik olan bir mutant
da, replikasyondan defektif bir agi (DISC; Disabled Infectious Single Cycle) adayi
olarak caliglimigtir’4.

Viral gen UrUnlerinin sentezi birbirini izleyen 3 safhada gerceklesir. “En
erken (o))" proteinler, virusun replikasyon déngusunt duzenlerler ve enfekte hicre
yuzeyinde antijenik peptid sunumunu onlerler. Daha sonra sentezlenen “erken
(B)” proteinler (viral timidin kinaz ve viral DNA polimeraz), viral nikleik asid
metabolizmasindan sorumludur ve antiviral kemoterapinin temel hedefleridir. En
son sentezlenen “gec (y)” proteinler ise virionun yapisal komponentleridir'. Viral
proteinlerin fonksiyonlari, translasyondan sonra genis capta modifiye edilmeleri
ile belirlenir ve bircogu cesitli hicresel proteinlerle etkilesir.

Bir tegument proteini olan “vhs” (virion host shutoff), enfeksiyonun erken
safhasinda hucresel ve viral RNA (viral RNA transkriptlerinin enfekte hucrede
yogun olarak birikimi viral gen ekspresyonunu bozar) degredasyonunu indukler.
Enfeksiyondan hemen sonra olusan “enfekte hucre proteini 27”7 (ICP27) ise,
hucresel mRNA'nin fonksiyonel kesimini (splicing) bloke ederek “vhs’nin baslattig
hicresel protein sentezi inhibisyonu etkisini guclendirir. Hucre apoptozunun
onlenmesinde rol oynayan viral proteinler ise gD, gJ ve protein kinaz US3'tur'.
Virusun konak savunmasini etkisiz hale getiren bir diger proteini de “deltagamal
34.5 (y,34.5)"dir. Bu protein, enfekte hlcrede protein sentezinin durdurulmasin
Onleyerek viral proteinlerin rahatlikla sentez edilmesini saglar. Viral protein ICP47
ise, bir antijenik peptid taslyicisina baglanarak enfekte hucre ylzeyinde MHC sinif
| proteinleri ile viral antijen sunumunu, dolayisiyla da immdn yanitin olugsmasini
Onlemektedir. Son yillarda tanimlanan ICPO proteini ise viral replikasyonu inhibe
eden hdcresel proteinlerin yikimina neden olmaktadir'. Virusun diger énemli gen
drunleri arasinda; alfa genlerin ekspresyon duzeyini artiran aTIF (o-trans-inducing
factor; VP16), viral gen ekspresyonu hem ilerleten hem de represe eden ICP4, gec
genlerin ekspresyonunu kontrol eden ICP22 ve enfeksiyonun ge¢ déneminde RNA'yi
nukleustan sitoplazmaya tasilyan ICP27 proteinleri yer alir'3. Dolayisiyla bir HSV asisi
ile induklenecek olan immdunite, enfekte hucre iginde immun sistemden oldukea iyi
kacabilen ve hlcreden hucreye yayilabilen bu virusun Ustesinden gelebilmelidir.

VIRUSA KARSI KONAGIN iMMUN YANITI

Virusun yapisal proteinlerine ve zarf glikoproteinlerine karsgi buyuk bir
konak immun yaniti olugsmaktadir. Ozgul humoral yanit primer enfeksiyonun
4-8. glnlerinde ortaya cikar?. ik olusan IgM tipi antikorlarini uzun stre kalici
olan IgG tipi antikorlar izler. Primer enfeksiyonda IgM pozitifligi %100 iken, bu
oran primer olmayan enfeksiyonlarda %68'dir?. IgA ise, primer enfeksiyonu olan
hastalarda IgM duzeylerine benzer bir patern gdsterir. Hlcresel yanitta ise,
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epidermal enfeksiyonun oldugu bdlgede viral antijenler, dendritik hicreler ve
makrofajlar tarafindan CD4* T lenfositlerine sunulur. Bu htcrelerin sentezledigi
gama interferon (IFN-g) gibi sitokinler, makrofaj ve NK aktivasyonuna yol acar ve
virusun temizlenmesi saglanir. HSV'a karsi primer immdan yanitta, CD8" T ve NK
hicre aktivasyonu ile hiicre lizisi, antikora bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC) ve
alternatif/klasik yol kompleman aktivasyonu mekanizmalari rol oynamaktadir?.

Tekrarlayan enfeksiyonlarda, HSV antijenlerinin Langerhans hucreleri tarafindan
alindigi ve MHC-II ile bellek CD4* T hucrelerine sunuldugu dasundlmektedirs.
Langerhans hucreleri, kendileriyle birlikte sitokin Ureten diger htcrelerle (6rn.
keratinositler, bazal epidermal htcreler, infiltratif makrofajlar ve kendileri) uyum icinde
calisir ve Th1 yanitini koordine eder. immuin T hiicrelerinin tekrar stimiile edilmesinden
once, ilk olusan sitokin olan tumor nekrozis faktér-alfa (TNF-or)’nin, makrofajlar,
keratinositler ve/veya T lenfositleri Gzerinde bulundugunun saptanmasi, tekrarlayan
lezyonlardaki sekonder immun yanitin bu sekilde basladigini géstermektedir®.
Erken dénemde saptanan ve fibroblastlar tarafindan yUksek titrelerde salgilanan
IFN-beta da viral replikasyonun inhibisyonunda 6nemli rol oynar. Ancak yine de,
tekrarlayan HSV enfeksiyonunda koruyucu immdn yanitin en énemli komponentleri
makrofajlar ve T lenfositlerdir. CD4* T lenfositlerinin salgiladigi IFN-g, gerek enfekte
keratinositlerde MHC-I ekspresyonunu artirarak CD8* hlicre aracili sitotoksisiteyi,
gerekse epidermal hucrelerde MHC-II antijenlerinin indUksiyonunu artirarak CD4*
hacre aracili sitotoksisiteyi kolaylastirmakta ve bdylece Th1 yanitinin artmasina
neden olmaktadir®. HSV’'un CD4* T hicrelerince taninan antijenlerinin predominant
olarak geg viral proteinler oldugu dusundlmektedir'. Sadece IFN-g ile stimule
keratinositler icin gegerli olan CD8" T lenfosit sitotoksik yanitinda ise predominant
olarak erken HSV proteinleri hedeflenmektedir®. Sekonder lezyonlarda humoral
yanit mekanizmalari Gzerindeki calismalar ise, bu lezyonlarda B lenfositlerinin az
miktarda bulundugunu ve yeterli antikor yaniti olusmadigini gostermistir22,

Svensson ve arkadaglar® (NEM), IFN-g dretiminde rol alan ve bir transkripsiyon
faktort olan T-bet’in, genital HSV-2 enfeksiyonunda hem dogal hem de kazanilmis
immun yanitta dnemli oldugunu gostermiglerdir. Bu arastiricilar T-bet (4-/+) farelerde
astya karsi yanitin T-bet (-/-) farelerden anlaml olarak yuksek bulundugunu ve bu
etkinin T-bet eksikligi ile CD4+ hucrelerinden IFN-g Uretiminin azalmasina bagli
oldugunu bildirmiglerdir®.

HSV ASILARININ HEDEFi ve TEMELI

Gunumuzde etkili bir HSV asisina siddetle gereksinim vardir. Sadece ABD’de
100 milyondan fazla kisi HSV-1 ile en az 40-60 milyon kisi de HSV-2 ile enfektedir®.
Ayrica etkin ve 6zgul antiviral tedaviye ragmen yilda minimum 2.500 neonatal
herpes ve 3.000 herpes simpleks ensefaliti olgusu ciddi morbidite ve mortalite ile
ortaya cikmaktadir'®. Dahasi, HSV genital Ulseratif hastalia neden oldugundan
HIV bulas riskini artiran faktorler arasinda énemli bir yere sahiptir.

Herpes simpleks viruslarin, insanda hastalik olusturmasini etkileyen ve asi
icin hedef alinmasi gereken iki biyolojik ézelligi vardir. Bunlardan birincisi virusun
merkezi sinir sistemi (MSS)’ne yayllmasi ve buradaki replikasyonudur. Dolayisiyla
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virusun MSS'ne yayllma ve replikasyon kapasitesini azaltan bir genin delesyonu
as! hedefi olabilir. Norolojik yayilimi etkileyen mutasyonlarin glikoprotein genlerinde
oldugu belirlenmistir’. Ornegin v,34.5 gen delesyonu olan mutantlarin, htcre
klltUrlerinde iyi Gremelerine ragmen virdlanslarinin gok disik oldugu saptanmistir’.
HSV'larin dikkate alinmasi gereken ikinci dzellikleri de latentliktir. Enfekte néronlarda
virus Uremesi son derece azdir ve hicrelerin gogunda viral genom kisinin hayati
boyunca episomal olarak kalmaktadir. Ates, fiziksel ve duygusal stres, ultraviyole
Isinlarina maruziyet, doku hasari ve immun baskilanma gibi birgok faktér ile konak
immun yanitinin varligina ragmen reaktivasyonlar ortaya c¢ikar. Virusun latent
déneme gecmesi, latent olarak kalmasi ve reaktive olmasi ile ilgili mekanizmalar
hakkinda yeterince bilgi yoktur?.

lyi bir asi enfeksiyonu énlemede yeterli immuin yanit olusumunu indtklemelidir.
Bunun icin de HSV enfeksiyonuna karsi korumada nasil bir konak immun yanitinin
(humoral ya da hdcresel, lokal ya da sistemik, antikor bagiml ya da bagimsiz
hucresel sitotoksisite) gecerli oldugunun saptanmasi sarttir. Eger primer enfeksiyon
onlenebilirse duyu gangliyonlarinda kolonizasyon olmayacaktir ve dolayisiyla
tekrarlar ya da bulas icin virus kaynag ortadan kalkacaktir. ideal bir asi adayinin
su Ozellikleri tagimasi éngoérulmektedir’: a) primer klinik epizodlan azaltmak,
b) gangliyonlarda kolonizasyonu onlemek, c) tekrarlarin sikhigini veya siddetini
azaltmak, d) aktif olarak enfekte kisilerde ya da asemptomatik bireylerde virus
salinimini azaltmak. HSV’lara karsl asi gelistiriimesinde profilaktik ve terapotik
olma Ozelliklerine gbre stratejiler izlenmektedir.

Proflaktik HSV Asilarindan Beklentiler

Proflaktik bir asinin ideal amaci, “steril edici immunite”nin indtklenmesi, yani
genis ve uzun sureli immun yanit olusturmanin yani sira HSV’lar tim giris kapilarinda
hicreleri enfekte etmeden énce durdurabilmesidirt. Boyle bir durumda, virus akut
hastalik ve latentlik olusturmadan elimine edilebilir ve dolayisiyla hem primer hem de
tekrarlayan enfeksiyonlar énlenmis olur. Bunun aksi olarak asi, “steril edici immanite”
degil de “kismi koruyucu immunite” olusturursa, o zaman teorik olarak asilanan
kisiler dogal enfektif dozdan daha yuksek titrede virusla karsilastiginda enfekte
olacaklardirt. Bu durumda latentlik tam olarak dnlenmeyecek ve reaktivasyonlar
devam edecektir. Sonugta asilananlar, titresi dusuk bile olsa hala aralikli virus salinimi
riski altinda olacaklardir. Hastaligin semptomlarini énleyen ancak reaktivasyonun
dogal surecini degistirmeyen ya da asemptomatik virus salinimini durduramayan
asllar mahsurlu sonuglar dogurabilir. Ornegin tanimlanmamis enfeksiyonu olan gok
sayida kisi bulas icin dnemli bir kaynak teskil edecektir. Ancak yine de bdéyle bir
asl, asllanmis seropozitif kisilerin daha az enfeksiydz olmasini, agilanmig seronegatif
kisilerin ise enfeksiyona daha az duyarli olmasini saglayabilir®.

Terapdtik HSV Asilarindan Beklentiler

Terapotik asinin hedefi, tekrarlarin énlenmesi ya da en azindan siddetinin ve
sUresinin asgari duzeye indiriimesi ve asemptomatik virus saliniminin énlenmesidir.
Bunun icin terapdtik bir asl, gangliyondaki virus reaktivasyonunu onlemeli ya da
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sinirlandirmali, sinirlerden c¢iktiktan sonra mukozal yuzeylere ulagsmadan virus
replikasyonunu ve bulasiciigl azaltmalidir®. Dogal primer enfeksiyon sonrasinda
olusan immunite bu korumayi saglayamadigindan, kullanilacak asginin 6zgul konak
immun yanit mekanizmalarini ¢ok daha siddetli sekilde uyarmasi gereklidir ve bu
mekanizmalarin da proflaktik asida hedeflenen mekanizmalardan farkli olmasi
beklenmektedir. Semptomatik tekrarlamalar 6nleyen ancak asemptomatik salinimi
etkilemeyen bir asi, virus bulasinin artmasina neden olabilir. Latent enfeksiyonu
eradike etmeyen ancak virus salinmini azaltan bir asi ise, tekrarlayan herpes
Oykusu olan hamile kadinlarda vertikal gegis riskini sinirlayabilir®.

Tekrarlayan HSV enfeksiyonlarinda T lenfositleri ve IFN-g, lezyonlarin
iyilesmesinde birlikte rol oynarlar. Sik orofasial herpes atagi geciren hastalarda,
HSV antikor duzeylerinin ¢ok yuksek oldugu ancak IFN-g ve IL-2'nin dusuk
dUzeylerde uretildigi gosterilmistir®. Yapilan hayvan calismalarinda da, genital
HSV-2 reenfeksiyonuna kargl korumada CD4+ htcreleri ile IFN-g'nin, CD8+ ve
antikor yanitindan daha etkili oldugu bildiriimistir®. Dolayisiyla HSV’e karsi iyi bir
terapdtik asinin, Th1 yolunu indtklemek, Th2 yolunu baskilamak ve regulator T
lenfositlerini sinirlandirmak suretiyle 6zgual hticresel immuniteyi stimile etmesi arzu
edilmektedir3™. Bilindigi gibi dogal immdunitede rolu olan CD25+ regulatér T
hucreleri [T(reg)], konagin kendi antijenlerine karsi immadn yaniti baskilamasinin yani
sira ayni zamanda yabanci antijene 6zgul immuniteyi de baskilayabilmektedir''.

HSV AS| CALISMALARI

1920’lerde baslayan HSV agl calismalar sonraki 80 yil boyunca da buyuk bir
cabayla devam etmis ve halen de devam etmektedir. Bu slre zarfinda Uzerinde
calisilan agllar, canl asidan alt Unite asilarina kadar degismekte olup ginimuzde
de molekuler biyolojik yontemlerin kullanildigr asilar bu genis bir yelpazede yerini
almistir (Tablo 1). Eski yillarda yapilan ¢alismalarin sonuglarinin yorumlanmasinda
metodoloji hatalari nedeniyle sikinti yasanmig, ancak yakin zamandaki calismalar
oldukca dikkatli ve titiz bir sekilde planlanmistir. Yapilan ¢ok sayidaki arastirmalarda
gelistirilen asilar, gerek proflaktik amacli gerekse rekirent enfeksiyonlarda terapotik
amacl olarak preklinik ve Klinik olarak denenmiglerdir.

CANLI ATENUE ASILAR

Tekrarlayan herpes enfeksiyonlarina karsi korumada ilk galismalar, 6zgul
olmayan canli asi uygulamalari olup, ik kez 1920’lerde, gicek asisinin acik klinik
calismalar sirasinda kullaniimigtir®. Bu yaklagsimin teorik temeli, HSV ve vaccinia’nin
¢apraz koruyucu immuniteyi uyarmasina dayanmaktadir, ki bu dustnce daha
sonra terkedilmigtir. Bir diger 6zgul olmayan immun yanit uyaricisi olarak BCG
(Bacillus Calmette-Guerin)'nin kullanildigr ¢ift kor plasebo kontrolli galismalarda
ise, bu agl lezyonlarin siddetini ve sUresini azaltmada basarisiz bulunmus, hatta
sekonder inokulasyonda asilananlarin yarisinda kitandz grandlomlarin olusmasina
neden olmustur®. Sonraki yillarda, enfekte baska bir kisiden ya da deneysel olarak
enfekte edilmis farelerden elde edilen otolog virus inokulasyonu ile yapilan canli agl
calismalari, birgok hastada inokulasyon bdélgesinde lezyon olusturmamasi Uzerine
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Tablo I: HSV-2 Asilarinda Arastirma-Gelistirme Calismalari>'2

isim ve Tip Uretici Firma/Ulke ~ Mekanizma Adjuvan Safha
SmithKline Beecham D2 3d-MPL (MPL)  Faz Iil
Rekombinant alt tinite asisi Chiron gD2 ve gB2 MF59 Faz i
Deneysel modellerde
) ) Virusla enfekte hiicrelerin etkili ancak insan
Inaktive virion (Skinner) agisi Ingiltere intraseldler alt Gnitesi ? galigmalari basarisiz
Faz | calismalari
gH geninden yoksun basarili, klinik
DISC Glaxo Wellcome  defektif virus Yok calismalar gerekli
VRlInc./ ABD ? ? Preklinik
GENEVAX® HSV DNA agisi Apollon / ABD gD2 kodlama Bupivikain Faz |
1,25-D3, muhtemelen
Pharmadigm gD2 kodlama DHEA Preklinik
Giplak DNA Merck/ ABD gD2 kodlama Yok Preklinik
Heterokonjugat HSV peptitlerine bagl
(rekombinant protein) Cel-Sci T hicre ligandlan Yok Preklinik
Hayvanlarda orta
gD2/Varicella dizeyde etkili, klinik
Vektor agilar ? zoster virus ? calismalar gerekli
Deney hayvanlarinda
Genetik yolla atenie edilmig etkili, givenligi
canli virus agilar Aviron / ABD RAV 9395 ? test edilmeli
|CP37epitopu ve
LEAPS (TM) (ligand-epitop beta-2 mikroglobulin
antijen sunma sistemi) ? peptid dizisi ? Preklinik
Faz Il (HSV
gD2 alt tnite agis GSK/NIH gD2 kodlama AS04 seronegatif kadinlar)
Canli atenie ICP8 DISC
virus asis Xenova Yok Faz I
Diger canli ateniie replikasyon
kompetan virus agilari Avant; AuRix Yok Faz I, Faz |l

DHEA: Dihidroepiandrosteron, DISC: Replikasyonu sinirlandirimis —atente-canl virus asisi (Disabled Infectious
Single Cycle), MPL: Monofosforil lipid A immin uyarici, 1.25-D3 = 1.25-dihidroksi vitamin D, MF-59 = Yagh su.

immun sistem tarafindan yeterince algilanmadigi disundlerek terkedilmistir'. 1950-
60'li yillarda, tekrarlayan enfeksiyonlarin tedavisi amaciyla kisilere kendi vesikuler
sivilar inokule edilmistir. Bu uygulama daha sonraki HSV reaktivasyon ataklarini
Onlememis, hatta orijinal lezyon bolgelerinin yani sira enjeksiyon bdlgelerinde de
lezyonlarin ortaya ¢ikmasina yol agmistir®.

Canli atende asilar, immdn yaniti stimdle edebilmek icin primer enfeksiyon
olustururlar, ancak arzu edilen gangliyonlarda latentlikten sonra reaktive olmamalaridir®.
Bu 6zelligin saglanabilmesi icin ise atentasyonun son derece stabil olmasi gereklidir,
aksi halde genetik rekombinasyonla virtlan forma doéntusme riski ortaya ¢ikabilir.
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Bu tip asilar icin, canli virusun avirtlan susu dogrudan kullanilabilecegi
gibi, HSV epitoplarini (6zellikle gB ve gD gen Urlnleri) eksprese eden vaccinia
ve adenovirus gibi vektorlerin kullanilmasi da s6z konusudur'. Bir diger alternatif
de, HSV'nin kendisinin, genetik mdhendislik ydntemleriyle hastalik olusturmaksizin
koruma saglayacak bir asl susu haline getirimesidir. Bu son yaklasim o¢zellikle
ilgi gekicidir, zira hucre kulturlerinde ya da hayvanlarda seri pasajlarla virlansi
azaltilan viruslarin konaga verildikten sonra virtlan forma doéntsme riskini ortadan
kaldiracaktir. Bu amagla prototip olarak rekombinant bir HSV agisi gelistiriimis ve
R7020 olarak adlandirnimistir’®. Bu canl atente asi, bir HSV-1 susunun timidin
kinaz (TK) gen kisminin c¢ikarilmasi ve onun yerine HSV-2 genomunda G, D, |
ve E dlikoproteinlerini kodlayan parga ile birlikte L komponentinin yakinindaki
genler ve i¢ ters tekrarlayan bolgelerin yerlestiriimesiyle olusturulmustur. gD dizisi
immudnojenik olmasi nedeniyle, gG dizisi ise immuUnizasyon basarisini saptamada
bir belirleyici olmasi nedeniyle kullaniimistir. Genetik olarak dizayn edilen bu virusa
daha sonra TK genini kodlayan bir HSV-1 DNA parcasi alfa-4 gen promotoruna
kaynastirmak suretiyle geri eklenmistir'®. Hayvan c¢alismalarinda, bu modifiye
virusun oldukga stabil oldugu, disUk duzeyde latentlik olusturdugu ve hayvanlari
vahgi tip virusa karsl korudugu bildiriimis, ancak yapilan ilk klinik ¢alismalarda,
asl zayif immunojenik ozellik gostermis ve immun yanitin olusabilmesi i¢in 10° pfu
dozlarinda seri uygulamalar yapiimasi gerekmistir'#. Oldukga yUksek olan bu doz,
HSV-1 seropozitif kisiler tarafindan iyi tolere edilememis ve ciddi yan etkilerin ortaya
clkmas! nedeniyle calismalar durdurulmustur. R7020’in basarisizligi, aragtiricilar
immunojenitesi daha fazla olan bir yapinin gelistirimesine ya da HSV antijenlerini
konak immun sistemine sunacak farkll yaklagimlara yoneltmistir.

INAKTIVE TUM VIRUS ASILARI

Uzun yillar boyunca birgok farkl hayvan modelinde yapilan inaktive virus asis
calismalarinda basarili sonuglar bildirilmekle birlikte klinik calismalarda plasebo
grubu kullaniimadigindan asi basarisi objektif olarak degerlendirilememistir’. Diger
taraftan enfekte hayvan dokularinin fenolle muamelesi ile hazirlanan ilk inaktive
virus asilan tibbi yénden ilgi gérmemistir. Fenol inaktivasyonu, daha sonralari
yerini doku kulturlerinden saflastirilan virusun ultraviyole ile inaktive edilmesi
yontemine birakmistir.

1930’larda, tekrarlayan HSV enfeksiyonunun tedavisi icin inaktive asi ile
yapilan ilk klinik calismada, HSV ile enfekte tavsan beyni sispansiyonu formalinle
inaktive edilerek 14 gonulllye mukerrer olarak enjekte edilmis ve asilananlarin
13’0 tekrarlar arasindaki strenin uzadigini ifade etmislerdir®. Plasebo kontrollt
olmadigindan bu c¢alismanin sonuglar tartismaldir. 1950 yilinda tarafindan
yapllan tek bir prospektif calismada, on gocuga asi, on cocuga ise plasebo
uygulanmis, ancak takip sirasinda her iki grupta da ayni oranda HSV stomatiti
gelismistir'. Sonraki 20 yil icinde inaktive virus asisi ile yapilan birgok calismada
amniyotik ya da allantoik sivi, koryoallantoik membran, civciv fibroblast, koyun
veya tavsan bdbrek hucre kulttrlerinden elde edilen viral antijenlerin formalin,
ISl ya da ultraviyole ile inaktivasyonu sonucu hazirlanan asilar denenmis, ancak
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ne yazik ki oldukca celigkili sonuglar elde edilmistir’. Omegin 1960’larin basinda
inaktive tum virus agisi ile yapilan ilk plasebo kontrolli galismada, asilananlarin
%70'inde, plasebo alanlarin ise %76'sinda benzer oranlarda tekrarlarin azaldigi
saptanmis ve bu sonuc plasebo etkisinin 6nemini ortaya konmustur'®. 1982'de
yayinlanan bir galismada da, formalinle inaktive asi ile asilanan 2.000'den fazla
hastanin %65-80’inde iyilesme oldugu belirtimisse de, calisma subjektif oldugu
icin bu sonug tartismalidir'e.

Lupidon Asilari

1970'li yillanin ikinci yarisindan itibaren arastirilan Lupidon asilarinin etkinliginin
Famvir ya da Valtrex'in idame dozu ile benzer oldugu ifade edilmektedir?. 1975
yilinda yayinlanan kontrolll olmayan bir ¢calismada, 1si ile inaktive HSV-1 (Lupidon
H) ve HSV-2 (Lupidon G) tim virus asilarinin, 1.059 katilimcinin %81'inde énemli
iyilesmeler sagladig bildirilmistir'”. Lupidon asilari ile ilgili 1977 yiinda yayinlanan
bir calismada ise, Islyla inaktive tim virus asisi kullanilmis ve iyilesme oranlar
asllanan 34 Kisi icin %82, plasebo grubu olan 60 kisi i¢cin %30 olarak rapor
edilmistir'®. 1995 yilinda dokuz Italyan Gniversite kliniginde gergeklestirilen plasebo
kontrolli galismada, Lupidon asilarinin hem orofasial hem genital herpesi olan
kisilerde tekrarlar Uzerinde istatistiksel olarak ¢nemli etkileri oldugu bildirilmistir'®.
Ancak calismada bazi eksikliklerin ve metodoloji hatalarinin olmasi sonuglarin
guvenilirligini etkilemektedir. Bu agl bazi Avrupa ve Guney Amerika Ulkelerinde
ticari olarak temin edilebilmektedir.

Bulgar Asisi

inaktive tim virus asis! ile ilgili olarak en umut verici bulgular Bulgar asis! ile
alinmuistir. Bulgaristan’da 1975'den beri 20.000’den fazla kisi bu agl ile asilanmigtir?.
Oftalmik herpesi olan 1.500’den fazla kiginin immunizasyonu sonunda iyilesme
suresinde, tekrarlarin sayisinda ve gorme harabiyeti gelisme riskinde énemli
azalmalar saptanmistir. Diger tip herpes enfeksiyonu olan 14.000'den fazla hastanin
ise %95’'inde, iyilesme suresi ve tekrarlann sikliginda azalma ile karakterize yuksek
terapotik etki saglanmistir®. Bulgaristanda terapétik amacla 30 yildir kullaniimakta
olan formalinle inaktive F.HSV-2V(PRK) asisi, 2000 yilinda yayinlanan bir calismada
ingiltere’de genital herpes riski olan 55 kisiye uygulanmis ve genital herpesi %5.4
oraninda azalttigl ve ciddi yan etkilerinin olmadigi izlenmigtir®'.

ALT UNITE ASILARI

Bu asllar, viral DNA'nin ortadan kaldirlarak hucresel transformasyon riskinin
elimine edilmesi, daha kuvvetli immun yanit icin antijen konsantrasyonunun artinimasi
ve canll virus kontaminasyonu olasiiginin azaltimasi amaciyla gelistirilmislerdir’.
Virusun bazi komponentlerini iceren bu asilar, deterjan ekstraksiyonu, DNaz
muamelesi ve afinite kromatografisi gibi gesitli yontemlerle hazirlanmaktadir.
Bunlarin en 6nemli dezavantajlari; emek yodun ve pahali olmalari, elde edilen
ardndn sinirl miktarda olmasi, ¢cogaltiimasi ve standardizasyonudur®.



MiKROBIYOLOJi BULTENI 423

Hayvan calismalarinda, tim virus zarfindan elde edilen ve viral DNA icermeyen
glikoprotein asilarinin immunojenik oldugu ve etkili bir nétralizan antikor dizeyi
olusturdugu saptanmistir??2, Asilanan hayvanlarda morbidite ve mortalitenin
azalmasi, alt Unite asilarninin belirli bir dizeyde koruma sagladigini disundirmus,
ancak bunun icin ¢oklu enjeksiyonlarin yapilmasinin ve adjuvan kullaniimasinin
gerekli oldugu bildirilmistir.

HSV-2 zarf glikoproteinleri ve alum igeren bir agi ile yapilan kér olmayan bir
calismada, asilanan 59 kisinin tekrarlayan enfeksiyonlarinin siklik ve siddetinde 33
kontrole gore oldukga énemli azalmalar saptanmistir?*. Ancak bu ¢alismada kontrol
grubundaki kisiler asilanmadiklarini bildikleri icin plasebo etkisi saglanamamistir.
Ayrica asllanan grup genital herpesi olan kisilerden olusurken, kontrol grubu
orofasial herpesi olan kisilerden olusmaktadir®*. Tekrarlayan herpes tedavisi igin
alum absorbe HSV-1 glikoprotein asisi Uzerinde yapilan ve metodolojik sartlarin
saglandigi bir baska galismada, tekrarlamalarin sikligindaki azalma ile karakterize
etki asllananlarda %43, plasebo grubunda %35 olarak benzer bulunmustur®.
Dahas! bu asl minimal immunojenite géstermis ve ¢ok dusuk duzeyde humoral
yanit olusturmustur.

Alt Unite agllarinin basarisi, virusun koruyucu immdanite olusturan antijenlerinin
iyi tanimlanmis olmasina bagldir. Bu amacla viral zarf glikoproteinleri iyi bir hedef
teskil etmektedir. Zira HSV suslar arasinda major ylzey proteinleri gok kuguk
farkliliklar gosterir; érnegin gD c¢ok iyi korunmus bir yapi olup suslar arasindaki
benzerlik %98’den fazladir*. Daha da énemlisi gD, notralizan antikorlar, ADCC
ve virusa 6zgul T hdcre yanitlarinin hedefidir. Hicresel ve humoral immadn yaniti
tetikleyen diger glikoproteinler ise gB, gC ve gE'dir. HSV’a karsi olusan ndtralizan
antikorlarin predominant olarak gB ve gD’ye karsi oldugu ve bu glikoproteinlere
kargl monoklonal antikorlarin fare ve kobaylar deneysel HSV enfeksiyonundan
korudugu gdsterilmistir’. Dolayisiyla gB ve gD, alt Unite asilarinda en sik tercih
edilen glikoproteinler olmustur. Son yillarda yapilan calismalar, rekombinant DNA
teknolojisi ile dretilen bir ya da iki glikoproteinin adjuvanlarla birlikte verilmesi
Uzerinde odaklanmistir,

Buglne dek birgok insan alt Unite asi ¢alismalari yapilmistir. Bunlardan
ilki Merck Sharp & Dohme (New Jersey, USA) tarafindan geligtirilen ve zarf
glikoproteinlerinin saflastinimasiyla hazirlanan bir asidir?®. Genital herpesi olan
hastalarin cinsel eslerinde yapilan ve 1990 yilinda yayinlanan faz II-A calismasinda,
as! grubunda gelisen herpes enfeksiyonu oraninin plasebo grubu ile benzer olmasi
asinin yararl olmadigini gostermigtir?s. Daha sonraki yillarda gelistirilen alt Unite asilar
ve klinik calismalarda alinan sonuglar ise asagida ayr ayn ele alinmaktadir.

gD2-alum Asisi

ik gelistirilen terapotik amagl rekombinant glikoprotein asisi, alum ile absorbe
edilmis 20 png gD2 iceren bir asidir?”. Bu agl faz | galismalarda o gline dek yapilmis
tim asilardan gok daha yUksek dizeyde 6zgul antikor olugturmustur. HSV-1 ya da
-2 primer enfeksiyonu olan ve olmayan 24 kisi asilanmis ve seronegatif kisilerde
saptanan en yuksek antikor titreleri, seropozitif kisilerin énceki titrelerinden ¢ok
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daha yuksek bulunmustur. HSV-2 seropozitif kisilerde ise, enzim immunoassay
(EIA) ile saptanan antikor titrelerinde 6-10 kat, ndtralizan antikor titrelerinde ise 6-7
kat artig belirlenmistir?’. Bu basarili sonug gift kér plasebo kontrolll bir calismaya
oncultk etmis; tekrarlayan genital herpesi olan ve tekrar sayisi yilda 4-14 olan 98
kisinin dahil edildigi bir calismada, 0. ve 2. aylarda asilanan hastalar ile sadece
alum uygulanan kontroller bir yil boyunca izlenmistir?®. Asilananlarda kontrollere
gore aylik tekrar sayisinda %24, kulturle kanitlanmis tekrar sayisinda ise %36
azalma oldugu rapor edilmigtir. Agl ayrica, gD2’e 6zgul EIA titrelerinde 7 kat,
notralizan antikor titrelerinde ise 4 kat artisa neden olmustur?,

gD2gB2-MF59 Asisi

Hayvan calismalarinda, gD2 ve gB2 kombinasyonunun daha yuksek immunojenik
etki gosterdiginin belirlenmesi ve MF59'un alum’dan daha immunojenik oldugunun
saptanmasi Uzerine gelistirilen gD2gB2-MF59 asisi terapotik etkinligi yonunden
arastinimistir®®. DUsuk antijen dozlan (10'ar ug gB2 ve gD2) kullanilarak gelistirilen
bu agl ile HSV-2 seronegatif kisilerin agilanmasi sonucu, gD2-alum asisi ile elde
edilenden ¢ok daha yuksek antikor titreleri elde ediimis ve dogal HSV-2 enfeksiyonu
geciren kisilerden daha yUksek nétralizan antikor titrelerine ulasiimistir®®,

gb2gB2-MF59 asisi, tekrarlayan genital herpesi olan 202 kisi Uzerinde yapilan
Gift kor plasebo kontrollt bir baska galismada da denenmistir®®. Katiimcilarin yarisina
0, 2 ve 12.aylarda asl ve 14.ayda sadece MF59 uygulanirken, diger yarisina 0
ve 2.ayda plasebo, 12 ve 14.aylarda da asl uygulanmigtir. Katlimcilarin 18 ay
boyunca izlendigi bu calismada; asinin aylk genital herpes tekrar sayisinda ve
virus saliniminin suresinde anlamli bir disuse neden olmadigi, buna karsin diger
klinik parametrelerde (semptomlarin sdresi, yeni lezyon olusumu ve lezyonlarin
iyilesme suresi) énemli dlglde azalmalara neden oldugu belirlenmistir®. Yine
de bu asinin tekrarlama oraninda olumlu bir etkisinin olmamasi, Uretici firmanin
galismalari durdurmasina yol agmistir.

gD2gB2-MF59 asisinin tekrarlama orani Uzerindeki etkisinin gD2-alum
asisindan dusuk olmasi, kullanilan antijen miktarinin optimal dozdan daha dusuk
(gD2-alum asisinda 100 ug, gb2gB2-MF59 asisinda 10’ar pug glikoprotein)
olmasina baglanmaktadirt. Bu durum, terapoétik HSV aslilarinin geligtiriimesinde
antijen ve adjuvan secimi kadar kullanilan antijen dozunun da énemli oldugunu
goOstermektedir.

Chiron Corporation tarafindan gelistirilen gD2gB2-MF59 asisi, proflaktik
amacli olarak da denenmis, ancak yapilan randomize, ¢ift kér ve plasebo
kontrollt iki calismada da etkili bulunmamigtir®”. Bu ¢alismalarin birisi, HSV-2 ile
enfekte 531 kisinin seronegatif eslerini, digeri ise CYBH Kliniklerine basgvuran ve
HSV-2 enfeksiyon riski yUksek olan 1.862 kisiyi icermektedir. Her iki calismada
da gondllulere 0, 1 ve 6.aylarda intramuskuler (IM) olarak asi ya da plasebo
uygulanmis ve bir yil izlem yapilmistir’’. Caligmalarin ilk 5 ayinda asilananlarda
HSV-2 ile enfekte olma orani plasebo grubundan %50 daha az bulunmustur.
Ancak bu etkinin gegici oldugu ve bir yil sonundaki toplam etkinligin %9 oldugu
goérulmastur. Bu calismada ilging olarak, kadinlarda saptanan etkinlik oraninin
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(%26) erkeklerden (%4) anlamli 6lcide ytksek oldugu belirlenmis, ancak asinin
semptomatik hastalik siddetini azaltmada basarisiz oldugu izlenmistir®'. Bu asinin
sagladigl korumanin uzun sureli olmamasi ve klinik seyri degistirmemesi Uzerine
calismalar yine durdurulmustur.

gD2-Alum MPL Asisi

GlaxoSmithKline tarafindan proflaktik amacli gelistirilen ve gD2-alum
kombinasyonuna potent bir adjuvan olan MPL (3-de-O-acylated monophosphoryl
lipid A)’'nin de eklendigi asinin, faz | calismalarda gD2-alum asisindan ¢ok daha
iyi tolere edildigi ve daha Ustin hlcresel ve humoral immuUnite olusturdugu
saptanmigtir*'®. Bu agl cift kor, randomize ve plasebo kontrolli iki galismada
degerlendiriimistir®2. Birinci calismada 57 merkezde 847 HSV-1/2 seronegatif kisi,
ikinci galismada ise 61 merkezde HSV-2 ile enfekte kisilerin esleri olan seronegatif
2.491 kisi asilanmistir. Asl, 0, 1 ve 6. aylarda IM olarak uygulanmis ve 19 ay izlem
yapiimigtir. Sonucta birinci calismada HSV-1 ve -2 seronegatif erkek ve kadinlarda
asinin etkinligi (hastaliktan koruma) %38, ikinci calismada HSV-2 seronegatif
kadinlarda %42 olmak Uzere birbirine benzer bulunmustur®. Bu galismalarda
gD2-alum MPL asisl, HSV-1/2 seronegatif kadinlarda semptomatik genital HSV-2
hastaligini énlemede %73-74 etkili olmusg, ancak erkeklerde ve HSV-1 seropozitif
kadinlarda basarisi gosterilememistir. Faz | galismalar sonunda asinin guvenli
oldugu, iyi tolere edildigi ve gD’ye 6zgul notralizan antikor yanitiyla birlikte Th1
tipi hicresel yaniti da indukledigi belirlenmistir®. Bu asinin de@erlendirildigi 2005
yllinda yayinlanan genis, ¢ok merkezli, cift kor, randomize ve plasebo kontrollt
bir calismada da, gD2-alum MPL asisinin indUkledigi HSV gD antikor dizeylerinin
dogal enfeksiyonda olusandan cok daha yuksek oldugu rapor edilmistirs,

GlaxoSmithKline asisinin etkinligi kismen de olsa Chiron asisindan daha
iyi gibi gorinmektedir. Bu firmalarnn asilar arasindaki en buyuk farkin kullanilan
adjuvanlarin formalasyonu (siraslyla MPL ve MF59) oldugu dusunulirse, adjuvan
seciminin koruyucu immun yanit Uzerindeki etkisinin ne denli dnemli oldugu ortaya
cikmaktadir. gD alt Unite agisinda adjuvan olarak GPI-0100 (yar sentetik Quillaja
Saponin analogu)’in denendigi bir calismada, HSV-1 kitandz inokulasyonu
yaplimadan 6nce gD/GPI-0100 ile asilanmis farelerde mortalite orani, lezyon
skorlari ve virus titrelerinde 6nemli olgide azalma oldugu saptanmistir. GPI-
0100'Un koruyuculugu ayrica kobay genital HSV-2 modelinde arastirimis ve GPI-
0100 iceren ve icermeyen gD asisi ile asilanan hayvanlarda, enfeksiyon orani ve
virus saliniminda degisiklik olmamasina ragmen lezyon skorlari ile klinik hastalikta
onemli azalmalar saptanmistir®.

Skinner Agisi

ingiltere’de G.R.Skinner tarafindan gelistirilen bu asi 15 yildir denenmektedir2.
Skinner asisi intraselller alt Unite asisi olup mevcut rekombinant alt Gnite agilarindan
daha Ustun avantajlara sahiptir. Tek tek viral proteinlerden ziyade bu asida virusla
enfekte hucreler kullaniimaktadir. Patentli bir yontemle butun viral partiktllerin ve
DNA'nin ekstraksiyonu saglanmakta ve enfekte hucreler hemen buatun antijenik
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protein ve glikoproteinleri icermektedir®®. Bu nedenle bu asinin immunojenitesi de
oldukga yuksektir. Bu asinin 2.000’den fazla kisiye uygulanmasi sonunda ciddi bir
yan etki bildirilmemis, énemli bir terapotik etkiye sahip oldugu izlenmis ve yUksek
riskli eslerde 12 yil boyunca yapilan izlemlerde basarisizlik oraninin %2’den daha
az oldugu gordlmustirss=e,

Skinner [NFU.Ac.HSV-1(S-)MRC] asisi, formalin inaktivasyonu ve deterjan
ekstraksiyonu ile hazirlanmig 300 mg karisik HSV-1 glikoproteinlerinden olusmaktadir.
Kontrolli olmayan bir seri galismada asinin proflaktik ve terapétik etkinligi oldugu
iddia edilmesine ragmen, cift kor plasebo kontrolli ¢alismalarda asi kendini
kanitlayamamistir?. Sik genital herpes atagi olan 316 kisi ile yapilan ¢ift kor plasebo
kontrollt bir calismada tedavi icin denenen asi; 0, 1 ve 2.aylarda uygulanmis ve
son dozdan sonraki 3-6 ay icinde kadinlardaki aylik tekrar sayisini anlamli olarak
azalttigr rapor edilmistir®”. Asilanan kisilerde plaseboya gére HSV-1 nétralizan
antikor titrelerinde énemli yukselmeler saptanmis ve HSV-1’e karsi artmis lenfosit
proliferasyon yaniti izlenmistir. Lenfosit transformasyon yanitindaki bu artis asilanan
erkeklerle sinirli kalmis ve plasebo ile karsilastinldiginda degil, sadece asllama 6ncesi
duzeylerle karsilastirma yapildiginda istatistiksel énem belirlenmistir®”. Dolayisiyla
Skinner agisi da istikrarli bir etkinlik ya da immunojenite gdsterememistir.

YiNE YENi YENIDEN CANLI ASILAR

Canli agilarin genel olarak inaktive ya da alt Unite asilarina tercih edilmesinin
nedeni, daha genis spektrumlu (hem hicresel hem humoral), daha yuksek duzeyde
ve daha uzun sUreli immun yanit olusturmalandir’. Teknolojik ilerlemelere paralel
olarak son 15 yilda, atentasyon i¢in virusun bazi genlerinin delesyona ugratiimasi
ile canli asl gelistirme yontemleri oldukga yaygin uygulama alani bulmustur.
Ozellikle de v,34.5 geninin norovirdlanstan sorumlu oldugunun belirlenmesi, bu
genin delesyonu ile umut verici bir asinin geligtirilebilecegini dusundirmustar’.
Bu genden yoksun HSV-1 mutanti oldukga atentie bir ¢zellik tagimaktadir; ancak
ayni durum HSV-2 mutanti icin gegerli degildir'. Dolayisiyla HSV-2'nin daha iyi
atente edilebilmesi icin basgka birtakim genlerinin daha c¢ikariimasi gereklidir ki,
bu genlerin eksikligi virusun yeterince yuksek duzeyde replike olamamasina yol
acabilir. Bir diger sorun da, bu tip delesyon mutantlarinin ikinci bir mutasyonla
tamamen olmasa da genin bir kismini yeniden kazanarak vahsi susun virlansina
benzer hale gelebilme olasiligidir.

1990’1 yillarin basinda bir viral genin cikariimasiyla elde edilen replikasyonu
defektif virus agisinin gelistiriimesi, DISC (Disabled Infectious Single Cycle) asilari
icin ©ncu olmustur®®. DISC asllari esansiyel genlerinden birisi ¢ikariimig viruslardan
olugsmaktadir ve replikasyonlari tek dongu ile sinirhidir'. Modifiye edilmis virus
konak hucreyi enfekte ettiginde, replikasyon déngusu, eksik olan gen Urinunin
gerekli oldugu safhada durmaktadir. Eger bu Griin dongtdeki geg proteinlerden
biri ise virusun bircok komponenti sentezlenmis olacaktir, ancak enfeksiyoz virus
olusamayacakitrr. inokillasyondan sonra, DISC virusu yapisal proteinlerinin blyuk
bir kismini sentezleyebildiginden, alt Unite asilarinda kullanilan glikoproteinlerin
yani sira diger proteinlerin de hepsine kargl da immudn yanit olusacaktir. Bu
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asilarin bir diger 6zelligi, tek bir replikasyon sonunda olusan antijenlerin MHC
sinif | molekulleriyle birlikte hucre yuzeyinde sunulabilmesi ve iyi bir htcresel yanit
uyarimi yapabilmesidir®. Bu nedenlerden dolayl DISC agilari, HSV asi calismalari
surecinde oldukga buytk heyecan uyandirmistir.

DISC Asilan

Bu asinin ilk 6rnegi, gH geni c¢ikarlmis HSV-2 virusundan olusan TA-HSV-
2 agisidir*®. gH gen Urini hiicreye giriste rol oynamaktadir. ilk inokulasyonda
asinin hucreleri enfekte edebilmesi icin, asi gH proteinini iceren hucrelerle birlikte
verilmektedir. Enjeksiyondan sonra modifiye virus htcreleri enfekte eder ve tek
doénguluk replikasyonunu tamamlar. Bunun sonunda bir araya toplanmis ve
hucreden salinmis ancak enfeksiydz olmayan progeni virionlar, htcresel ve humoral
yanit uyarmina yol acar. Kobay ve fare modeli calismalarinda TA-HSV-2 asisinin
immunojenik ve koruyucu oldugu saptanmistir®®4°. Preklinik calismalardan sonra
asl, HSV seronegatif kisilerde yapilan klinik ¢calismalarla test edilmis ve lyi tolere
edilebilir ve olduk¢a immunojenik bulunmustur. Buna karsin bir faz Il klinik calismada
basarisizlik elde edilmistir''. Yilda en az alti genital herpes tekrarn olan HSV-2
seropozitif immunokompetan gonulltlerde yapilan cok merkezli ve plasebo kontrolli
bu calismada, asi U¢ farkl dozda (0 ve 8.hafta; 0, 4 ve 8.hafta; 0, 2, 4 ve 8.hafta
olmak Uzere) uygulanmig, ancak gerek bu gruplar arasinda gerekse bu gruplarla
plasebo grubu arasinda tekrarlann ortaya ¢ikis suresi, sayisi ve diger herhangi
bir klinik parametrede duzelme ile ilgili fark bulunamamistir. Ayrica asemptomatik
virus salinmini azaltacagi umulan asi, bdyle bir etki de gostermemistir®'.

Denenen diger DISC asllan olan ICP27 ya da ICP8 gen delesyonlu virus
asl adaylarinin, konakta yayllamamakla birlikte genis spektrumlu bir immudn yanit
olusturduklari ve hayvan modellerinde hem hucresel hem de humoral yaniti
stimdle ettikleri gosterilmistir”.

Hoshino ve arkadaslarnnin® calismasinda, esansiyel UL5 ve UL29 genleri gikarimig
replikasyon defektif HSV-2 susu igeren dI5-29 asisi, fare ve kobay modellerinde
rekombinant gD2 ve gD2 eksprese eden plazmid asilan ile proflaktik/terapdtik
etkinlikleri ve immunojenisiteleri agisindan karsilastinimistir. di5-29 ve gbD2 asilarinin
gerek akut ve tekrarlayan hastaligi azaltmada gerekse latent virus yUkinu azaltmada
oldukga etkili oldugu saptanmig, di5-29'un gD2’ye gore daha ylksek nétralizan
antikor duzeyleri olusturdugu ve 6zgul CD8+ T hucre yanitini daha hizli indtkledigi
goruimustur. Arastincilar, bu nedenlerden dolayr dI5-29 agisinin erken dénem insan
calismalar icin segilecek en uygun asi aday oldugu vurgulamiglardir?,

Parker ve arkadaslan*, canli atente asi adayl olarak genetik yolla modifiye
edilmis ve IL-12 ya da GM-CSF eksprese eden kondisyonel replikasyon HSV mutantlarn
geligtirmigler ve sitokin eksprese eden mutant HSV agisinin fare modelinde iyi bir
koruyucu immun yanit olusturdugunu ve oldukga guvenilir oldugunu bildirmiglerdir.

Mori ve arkadaslarinin® calismasinda ise, néroinvazifligi ve trigeminal yayilimi
olmayan defektif bir klon olan HSV-1 HF klon 10 (HF10) ile intranazal olarak
asilanan farelerin daha sonra intranazal ve intravajinal yolla verilen letal HSV-1
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ve 2 enfeksiyonlarindan korundugu saptanmistir. Oldukca atente bir sus olan
bu klonun, genlerindeki ¢oklu defektler nedeniyle virdlan forma dénememesi de,
ona iyi bir agl adayl olma 6zelligi kazandirmaktadir.

PREPS Asisi

ingiltere’de bir arastinci grubu (Medical Research Council, Glasgow) tarafindan,
herpesviruslarin Uretildigi kultdr vasatlarinda enfeksiyondan yaklasik Uc saat
sonra enfeksiydz viral partiktllerin yani sira viral DNA ve kapsid icermeyen yani
enfeksiyoz olmayan virus partikUllerinin (Light particle) de bulundugu gdsterilmigtir®.
Sadece tegiment ve zarf proteinlerinden olusan bu defektif partikuller batin alfa-
herpesviruslar tarafindan olusturulmakta ve konak htcreye normal mekanizmalarla
absorbe ve penetre olmaktadirlar. Bu bulgu, HSV agli gelistirme ¢alismalarina yeni bir
yaklasim getirmistir. Ancak bu amag icin, Uretme vasatinda bulunan enfeksiy6z olan
ve olmayan partikdllerin birbirlerinden ayristirimasi ve L partikllerinin saflastirimasi
gereklidir. Bu amagla gelistirilen bir ydntemde [PREPS: pre-(viral DNA replication)
enveloped particles], enfeksiyoz virionlar etkili bir sekilde elimine edilmektedir®®.
PREPS yontemi ile virionlar viral DNA icermeyen L partikillerinden DNA replikasyonu
oncesinde ayristirnimaktadir. Dolayisiyla gerek L-partiktllerinin gerekse PREPS'in,
orijin aldigi parental herpesvirus icin asi olarak kullanilabilmesi olasi gérinmektedir.
Optimistik olarak dusunuldugunde, PREPS etkili bir HSV asisi olabilir ve ayrica
diger immunojenler igin tasiyici vektor olarak da kullanilabilir. Bu durumda yabanci
proteinler, uygun bir promotor kontrolinde virus genomu tarafindan sentez ettirilir,
bu proteinler PREPS igine girer ve salindigi kultir vasatindan saflastirlabilir. PREPS,
10.000 partiktl/hicre dozuna kadar alici hicre igin toksik degildir ve hlcreye
virtlan enfeksiyonlardaki duzeylere benzer miktarda protein taglyabilir. Dahasl, ne
PREPS ne de L-partiktlleri, normal hicresel antijen isleme yolagini bozan HSV-1
US-12 gen proteinini eksprese etmemektedir. Batin bu 6zellikler PREPS ve L-
partikUllerinin immadnizasyon igin yeni, glvenli ve cok yonlU bir arac olabilecegini
dusundurmektedir. Bu teknolojinin patentini 2012 yilina kadar elinde bulunduran
Henderson Morley firmasl, bu amagla yogun arastirmalar icindedir.

DNA ASILARI

HSV asllarina diger bir yaklagim ise ¢iplak DNA'nin kullaniimasidir. Bu sekilde
hem MHC sinif | hem de sinif Il sunumunun artisi saglanmakta ve daha etkin
bir immun yanit ortaya c¢ikmaktadir. Bu uygulama igin en ¢ok ilgi geken genler
ICP27 ve HSV-2 gD-2 genleridir'.

HSV DNA agllan ile ilgili olarak yapilan calismalarda; gB, gC, gD ve gE'yi
kodlayan plazmid DNA'sI kullaniimis ve hayvan deneylerinde humoral ve hicresel
immun yanit indtksiyonu arastiriimistir’. gB ve/veya gD’yi eksprese eden
plazmidlerle immunizasyon sonrasi kobay modellerinde HSV-1 ve -2'nin vahsi
suslar ile enfeksiyona karsi belirgin bir proflaksi saglanmig, HSV-2 gD DNA asisinin
hayvanlari genital herpes ve letal hastaliga karsi korudugu belirlenmistir®’. Bir baska
calismada da, HSV-2 gD ve gB'yi kodlayan plazmidlerle yapilan kombine asilamanin
sadece gD2 DNA asisindan daha yuksek koruyuculugu oldugu gosterilmigtir®e,
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Plazmid DNA asilarinda, tum gD geninin ekspresyonu ile Th1 yaniti
(CD4+ ve CD8+ aktivasyonu), buna karsin sadece salgisal gD gen pargasinin
ekspresyonu ile Th2 yaniti (yUksek antikor titreleri) olustugu gosterilmistirt’. gD DNA
asisinin Th1 tipi koruyucu sitotoksik T lenfosit (CTL) yaniti, IL-8 ve/veya RANTES
genlerini kodlayan cDNA koenjeksiyonu ile artirlabilmektedir®®. Dolayisiyla HSV
icin gelistirilecek DNA asilarinda, bir viral gen ile birlikte sitokin ve/veya kemokin
genlerinin de kullaniimasi, hem hucresel yanitin gelismesini hem de bu yanitin
arzu edildigi gibi Th1 yéninde olmasini saglayabilir. Yapilan calismalarda HSV
glikoprotein genleri ile birlikte adjuvan amacl diger sitokin DNA'lar (IL-12, IL-18,
g-IFN, GM-CSF) da kullaniimig ve gerek mukozal immunitenin gerekse Th1 hlcre
proliferatif yanitinin indiklenmesinde oldukga etkili olduklar saptanmistir’%°. Toka
ve arkadaslarinin® HSV gB-DNA asis! ile yaptiklan calismada, T(reg) eksikliginde
aslya kargl bellek CD8+ T hicre yanitinin gok daha iyi oldugu ortaya konmus ve
bu etkinin diger tip HSV asilari ile de olustugu saptanirsa ags etkinliginin artinimasi
icin T(reg) hicre aktivitesinin sinirlandirimasi gerektigi ifade edilmigtir.

Genetik muhendislik ydntemlerine dayanan ve umut vaat eden HSV asilarinin
basarili olup olamayacagr énumuzdeki birkac yil icinde acikliga kavusacaktir.

HSV ASILARININ BASARISINI ETKILEYEN FAKTORLER

Bilindigi gibi bircok virus asisinin basarisi (etkili koruma saglamasi), virusun
yaylimini 6nleyen nétralizan antikorlarin dretimini indiklemesine baghdir. Bu durum
lisans almis bircok basarili virus asisi (kizamik, kabakulak, polio, kuduz, influenza,
hepatit A, hepatit B) icin gecerlidir. Ancak ne yazik ki HSV asilarn igin ayni
strateji basarili olamamistir. Farkli 6zellikteki HSV agsllan ile yapilan ¢ok sayidaki
preklinik ve klinik calismada, dogal enfeksiyon sirasinda olusandan bile daha
yuksek duzeyde nétralizan antikor titrelerine ulasiimasina ragmen, bu antikorlar
asilananlarda gerek enfeksiyondan korunmada gerekse tekrarlarin dnlenmesinde
yarar saglayamamiglardir?”:2281.32333751 By veriler HSV enfeksiyonlarindan korunmada
humoral immun yanitin yeterli olmadigini bir kez daha vurgulamaktadir. Corey ve
arkadaslarinin®' yaptigi gD2gB2-MF59 asi calismalarinda “asilanmis ve enfekte
olmamig” kisiler ile “asilanmis ancak enfekte olmus” kisiler arasindaki serum HSV-
2 antikor duzeyleri arasinda bir fark bulunmamasi, genital HSV-2 enfeksiyonuna
kargl korumada nétralizan antikor varligindan daha énemli baska immun yanit
mekanizmalarinin oldugunu ortaya koymaktadir. Dolayisiyla HSV-2 enfeksiyonunda
Ozellikle hucresel ve mukozal yanit Uzerinde daha ileri calismalar yapiimadan ve
asida hedeflenecek koruyucu determinantlar belirlenmeden yeni bir asi adayindan
basar beklemek mumkidn gérinmemektedir.

Yukarida adi gegen ve etkinligi iyi bilinen virus asilar aslinda “sterilize edici
immunite” olusturmamakta yani virusun konak dokusundaki ilk replikasyonunu
Onlememektedirler. Bu aslilarin koruyuculugu, virusun vlicuda girisinden sonra
yaylliminin etkili bir sekilde durdurulmasi seklindedir®’. Oysa durum HSV icin
farkhdir; zira mukozal ylzeylerden giren HSV noronlari enfekte etmekte ve
latent enfeksiyon olusturmaktadir. imminokompetan konakta viremi olmamakta
ancak periodik olarak lokal HSV-2 reaktivasyonu sonucu genital hastalik ortaya
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cikmaktadr. iste HSV'nin diger viruslardan farkli olan bolgesel enfeksiyon olusturma
ve latent kalma 6zelligi, serum antikorlarinin korumada etkinlik géstermesine izin
vermemektedirs'.

HSV agllarinin basarisini etkileyen bir diger faktor ise uygun hayvan modellerinin
olmamasidir. Genellikle fare ve kobaylar ile yapilan ¢alismalarda, olusturulan
letal HSV-2 hastaligi ile insanlardaki genital herpes icin birtakim éngorulerin elde
edilmesi mdmkun degildir. Yapilan insan calismalarinda degisik sonuclar alinmakla
birlikte etkinligin saglanabildigine dair ipuglan elde edilmistir. Bu calismalardan
cikanlmasi gereken bazi dersler de vardir. Ornegin, enfeksiyon igin ylksek risk
tasiyan seronegatif kisiler, asi calismalarinda ele alinmasi gereken ideal bir
populasyondur. Asilarnin fazla etkilemedigi bir grup ise sik tekrarlari olan kisilerdir.
Dolayisiyla asilama kisinin virusla karsilagsmasindan énce uygulanmalidir.

HSV asllarinin etkili olabilmesi igin hlcresel ve humoral yanitin yaninda
mukozal yaniti da induklemesi arzu edilmektedir. Zira primer enfeksiyon ancak
bu sekilde onlenebilecektir. Mukozal immunitenin olusabilmesi igin asinin verilis
yolu degistiriimelidir. Oysa tim insan g¢alismalarinda gerek proflaktik gerekse
terapdtik asilar IM veya subkitandz yolla uygulanmistir. Buna karsin farelerde
yapilan galismalar, sistemik immunizasyondan ziyade mukozal inokulasyonun
daha uzun sdreli ve etkili bir immdnite olusturdugunu goéstermektedir’4. CpG
oligodeoksinUkleotidlerinin adjuvan olarak kullanildigi gB DNA asisinin intranazal
yolla uygulanmasi ile IgA yanitinda cok dnemli bir artis saptandigi rapor edilmistir®”.
HSV enfeksiyonlarinda, virusun trigeminal gangliyonlardan temizlenmesinde CD4 -+
ve CD8+ T lenfosit yanitlarinin blyUk énemi vardir, ancak genital herpesten
korunmada lokal IgA yanitinin da rolt oldugu bilinmektedir.

Yogun emek ve zaman harcanan HSV asi calismalarindan dogru verilerin
alinabilmesi icin gerek preklinik gerekse klinik galismalarin son derece titiz ve
dikkatli dizayn edilmesi gereklidir. Yakin zamana kadar HSV asilarinin etkinliginin
klinik de@erlendirmesinde uygun metodolojinin duzenli olarak uygulanmamasi
ve calismalarin plasebo kontrolli ve prospektif olmamasi gibi nedenlerle bircok
calismanin verileri tam olarak yorumlanamamaktadir. Bu nedenle gunumuzdeki
ve gelecekteki asi calismalarinin cift kor ve plasebo kontrolli olarak yapilimasi
ve istatistiksel analizlerin dogru sonug vermesi icin calismalara yeterli sayida
gonullunin dahil edilmesi gereklidir.

SONUGC

Herpes simpleks viruslarin immun yanittan kagcma yetenekleri ile latentlik
olusturma 6zellikleri, uzun yillardir devam eden ve devam edecek gibi gbrinen
HSV asi caligmalarinin kesin basariya ulagsmasini engellemektedir. Bugtne dek
gerek proflaktik gerekse terapotik HSV asilarinin potansiyel yararlarini gosteren
cok sayida kontrolll galisma yapilmistir. Bunlar arasinda gD-2-alum-MPL asisl,
kullanimi sadece HSV-1 seronegatif kadinlarla sinirli olabilecek bir proflaktik asi
adayi olarak gortlmektedir. Terapdtik HSV aglilari ile alinan sonuglar ise genellikle
basarisiz olmustur. Yapilan tim calismalar, herpes enfeksiyonlarindan korunmada
ve tekrarlarin 6nlenmesinde humoral yanittan ziyade htcresel yanitin ve 6zellikle de
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Th1 yolunun indtklenmesi gerektigini ortaya koymaktadir. Gelecekte gelistirilecek
bir HSV asisinin basarisi, indukleyecedi htcresel immun yanitin kuvvetine bagli
olacaktir. GUnimuzde canli virus mutantlan ya da DNA asllar bu amaca uygun
gibi gérunmekte ve tum hiziyla devam eden asi galismalari, canli atenue asl,
replikasyon defektif HSV-2 suslarindan hazirlanan asilar ve virusa 6zgul CD8+
T hicre yanitini hedefleyen teknolojiler Uzerinde yogunlagsmaktadir. Sonug olarak,
etkili ve basarili asilarin gelistiriimesi icin, HSV'lara karsl korumada rol alan immudn
yanit mekanizmalarinin aydinlatiimasi 6ncelikli olmalidir.
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