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Forsidebilde: BK polyomavirus-infiserte primære humane nyreepitelceller tre dager etter infeksjon og behandling med 10 µM 
amenamevir. Cellene er farget for de virale proteinene stort T antigen (rødt) og agnoprotein (grønt), og DNA er farget blått 
med DAPI.  
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Forord 

På andre år av medisinstudiet i 2016 hadde jeg BK polyomavirus som tema for valgfri 

fordypning 1, der jeg undersøkte den antivirale effekten av en ny nukleotidanalog. Fordi jeg 

syntes temaet var interessant, likte arbeidsformen og ikke minst grunnet dyktige veiledere 

var det naturlig å bygge videre på dette prosjektet i masteroppgaven. Jeg hadde da mye 

kunnskap om BK polyomavirus, og praktiske ferdigheter som kom til nytte i arbeidet. 

Nukleotidanalogen fra valgfri fordypning 1 hadde effekt på viruset, men dessverre også 

uttalt effekt på cellene, noe som indikerer alvorlige bivirkninger. Siden 2016 er det fremdeles 

ikke funnet noen god behandling mot BK polyomavirus, og problemstillingen blir bare mer 

og mer aktuell. Etter en del leting kom min hovedveileder over det nye anti-herpesmiddelet 

amenamevir, som jeg i denne oppgaven har prøvd ut i cellekultur. 

Jeg vil rette en stor takk til Christine Hanssen Rinaldo, professor ved Institutt for klinisk 

medisin, og Stian Henriksen, spesialbioingeniør og PhD-student ved Avdeling for 

mikrobiologi og smittevern, som har gjort dette prosjektet mulig og brukt mye av sin tid til 

grundig oppfølging underveis. Christine Hanssen Rinaldo var hovedveileder og har bistått 

ved planlegging av forsøkene, nyttig litteratur og oppgaveskriving. Stian Henriksen var 

biveileder og har stått for god opplæring på laben og alltid vært tilgjengelig ved spørsmål om 

utførelsen av forsøkene. Takk også til PhD Gosert Rainer ved Universitetet i Basel for 

tilsending av herpes simplexvirus 1 som ble brukt til kontroll av kvaliteten på medikamentet 

vi brukte, og for at vi fikk lese deres upubliserte studier på herpesvirus, som var nyttig 

inspirasjon til oppgaven. 

  

 

 

Tromsø, 22.05.2019 

 
 

Elisabeth Vedahl 

  



 

III 
  

Innholdsfortegnelse 

Forord ......................................................................................................................................... II 

Forkortelser ................................................................................................................................ V 

Sammendrag ............................................................................................................................. VI 

1 Innledning ........................................................................................................................... 1 

1.1 BK polyomavirus .......................................................................................................... 1 

1.1.1 Basal virologi ........................................................................................................ 2 

1.1.2 Epidemiologi ......................................................................................................... 4 

1.1.3 Sykdommer .......................................................................................................... 5 

1.2 Amenamevir ................................................................................................................ 7 

1.2.1 Effekt og bruk ....................................................................................................... 7 

1.2.2 Virkningsmekanisme ............................................................................................ 8 

1.2.3 Farmakokinetikk ................................................................................................... 9 

1.2.4 Bivirkninger ........................................................................................................ 10 

1.3 Herpesvirus ................................................................................................................ 10 

1.3.1 Basal virologi ...................................................................................................... 10 

1.3.2 Epidemiologi ....................................................................................................... 12 

1.3.3 Sykdommer ........................................................................................................ 12 

1.4 Formål med oppgaven ............................................................................................... 15 

2 Materiale og metode ........................................................................................................ 16 

2.1 Celler og utsåing ........................................................................................................ 16 

2.2 Virus ........................................................................................................................... 17 

2.3 Amenamevir .............................................................................................................. 17 

2.4 Antiviral effekt av amenamevir mot HSV-1 ............................................................... 18 

2.5 Effekt av amenamevir på celleviabilitet av RPTECs ................................................... 20 

2.6 Antiviral effekt av amenamevir mot BKPyV .............................................................. 22 

2.7 Statistiske metoder .................................................................................................... 23 

3 Resultater ......................................................................................................................... 24 



 

IV 
  

3.1 Antiviral effekt av amenamevir mot HSV-1 ............................................................... 24 

3.2 Effekt av amenamevir på celleviabilitet av RPTECs ................................................... 32 

3.3 Antiviral effekt av amenamevir mot BKPyV .............................................................. 36 

4 Diskusjon .......................................................................................................................... 40 

4.1 Tolkning av funn ........................................................................................................ 40 

4.2 Sterke og svake sider ................................................................................................. 43 

4.3 Implikasjoner ............................................................................................................. 44 

5 Konklusjon ........................................................................................................................ 46 

6 Referanser ........................................................................................................................ 47 

7 Figurliste ........................................................................................................................... 57 

Vedlegg 1: Pilotforsøk ................................................................................................................. i 

Vedlegg 2: Sammendrag av kunnskapsevalueringer av nøkkel-/hovedartikler på 

referanselisten............................................................................................................................. i 

 

  



 

V 
  

Forkortelser 

ACV  aciklovir 

ACV-TP aciklovir-trifosfat 

ATP  adenosin trifosfat 

BKPyV  BK polyomavirus 

CPE  cytopatogen effekt 

CC50  50 % cytotoksisk konsentrasjon 

CIT50  tid for 50 % reduksjon av cell index 

dGTP  deoksyguanosintrifosfat 

DMSO  dimetylsulfoksid 

DNA  deoksyribonukleinsyre 

dTTP  deoksytymidintrifosfat 

EC50  50 % effektiv konsentrasjon 

HSV  herpes simplexvirus 

IC50  50 % inhibitorisk konsentrasjon 

PFA  paraformaldehyd 

LTag  stort tumor-antigen 

MOI  multiplicity of infection 

PBS  fosfatbufret saltvann 

PCR  polymerasekjedereaksjon (polymerase chain reaction) 

PyVAN  polyomavirus-assosiert nefropati 

PyVHC  polyomavirus-assosiert hemorragisk cystitt 

RNA  ribonukleinsyre 

RPTECs renale epitelceller fra proksimale tubuli 

sTag  lite tumor-antigen 

SV40  simian virus 40 

TruncTag trunkert tumor-antigen 

VP  viralt protein 

VZV  varicella zoster-virus 
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Sammendrag 

Bakgrunn. BK polyomavirus (BKPyV) finnes asymptomatisk i nyreepitelet hos de fleste 

voksne, men kan gi polyomavirus-assosiert nefropati og hemorragisk cystitt ved henholdsvis 

nyretransplantasjon og beinmargs-/stamcelletransplantasjon. Det er ikke funnet noen 

effektiv antiviral behandling mot viruset. Amenamevir er en ny hemmer av helikase-

primasekomplekset hos alfaherpesvirus, som i denne oppgaven undersøkes for in vitro 

antiviral effekt mot BKPyV og effekt på viabilitet av nyreepitelceller. 

Materiale og metode. Før forsøk med BKPyV, ble aktivitet av amenamevir testet ved 

behandling av A549-celler infisert med herpes simplexvirus 1 (HSV-1). Humane primære 

nyreepitelceller fra proksimale tubuli (RPTECs) ble sådd ut og etter 24 timer infisert med 

BKPyV og/eller behandlet med amenamevir. Metodene som ble brukt for å evaluere 

effekten på cellene var xCELLigence, ATP-måling og fasekontrastmikroskopi, mens kvantitativ 

real-time PCR og immunfluorescensmikroskopi ble brukt for å finne virkningen på 

henholdsvis mengden virus-DNA ekstracellulært og uttrykket av virusproteiner i vertscellene 

tre dager etter infeksjon. 

Resultater. Medikamentet viste seg å gi antiviral effekt på HSV-1-replikasjon. Hos RPTECs 

behandlet med opptil 40 µM amenamevir fant vi ingen effekt på viabilitet. Mengden 

ekstracellulært virus-DNA og uttrykk av virale proteiner tre dager etter infeksjon var heller 

ikke påvirket ved konsentrasjoner opptil 10 µM, som er over 100 ganger høyere enn 50 % 

effektiv konsentrasjon rapportert for HSV-1. I de siste forsøkene så vi at amenamevir felte ut 

krystaller i medium, slik at konsentrasjonen nok var noe lavere enn tilsiktet. 

Konklusjon. Amenamevir påvirker sannsynligvis hverken celleviabilitet av RPTECs eller 

replikasjon av BKPyV i de samme cellene. Videre studier er nødvendig for å finne en effektiv 

og selektiv antiviral behandling mot BKPyV.
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1 Innledning 

BK polyomavirus (BKPyV) kan gi alvorlig sykdom i nyre eller urinveier etter nyre- eller 

beinmargs-/stamcelletransplantasjon (1). Med økende antall transplantasjoner er dette en 

problemstilling som blir mer og mer aktuell. I 2018 ble 240 nyrer transplantert i Norge (2), 

mens antall allogene stamcelletransplantasjoner per år var opptil 55 fra 2008-2012, 

hovedsakelig som behandling mot leukemi (3). Det finnes i dag ingen effektiv antiviral 

behandling mot BKPyV-assosierte sykdommer. Flere antivirale midler som virker på vertens 

DNA-syntese har vært prøvd både in vitro og in vivo, men de har alle påvirket friske celler, 

noe som har gitt betydelige bivirkninger uten å effektivt hemme virusreplikasjon (4, 5). 

Opprinnelig var planen å for første gang teste ut nye nukleotidlignende stoffer som var 

utviklet i Tromsø. Et pilotforsøk viste at stoffene felte ut og hadde lite effekt (Vedlegg 1). Da 

den beste strategien for effektiv og trygg behandling trolig ville være behandling som virker 

spesifikt på viruset, uten å påvirke kroppens celler, bestemte vi oss for å lete etter 

eksisterende medikamenter som eventuelt kunne ha effekt. Dette var ikke enkelt da BKPyV 

har få egne proteiner og dermed få angrepspunkt. Det beste ville sannsynligvis være om vi 

kunne finne en helikasehemmer som påvirker stort T antigen (LTag), et nøkkelprotein for 

replikasjon av viruset (6). Vi bestemte oss dermed for å teste ut amenamevir eller ASP2151, 

et oksadiasolfenylderivat som hemmer helikase-primasekomplekset hos herpesvirus (7), og 

endret dermed litt på det opprinnelige formålet for studien. Fordeler med dette 

medikamentet er at det har lite bivirkninger og allerede er tatt i bruk i pasientbehandling, 

slik at det ved eventuell effekt mot BKPyV in vitro ikke ville være nødvendig med omfattende 

kliniske studier før man kunne behandle pasienter med sykdom forårsaket av BKPyV. 

1.1 BK polyomavirus 

BK polyomavirus (BKPyV) er et svært vanlig virus som sannsynligvis smitter de fleste 

mennesker allerede i barndommen (8). Selv om infeksjonen som regel er asymptomatisk og 

ufarlig, gir BKPyV alvorlig sykdom i nyre eller urinveier hos en del immunsupprimerte 

pasienter, først og fremst etter nyre- eller beinmargs-/stamcelletransplantasjon (1). Det 

finnes foreløpig ingen effektiv behandling mot viruset (9). Viruset ble for første gang isolert i 

1970, fra urinen til en pasient som hadde gjennomgått nyretransplantasjon. Navnet BK 

stammer fra initialene til denne pasienten (10). 
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1.1.1 Basal virologi 

BKPyV tilhører familien Polyomaviridae og er ett av 13 kjente humane polyomavirus (11). JC 

polyomavirus, som ble oppdaget omtrent samtidig som BKPyV (12), og apeviruset simian 

virus 40 (SV40), ligner mye på BKPyV. Genomlikheten mellom BKPyV og disse to 

polyomavirusene er på henholdsvis ca. 72 og 69 % (13), og mye av kunnskapen om BKPyV 

stammer fra forskning på SV40. BKPyV er et lite, nakent virus med en diameter på ca. 45 nm 

(14). Det har et rundt kapsid med icosahedral symmetri som består av 72 kapsomerer. 

Hovedbestanddelen i kapsomerene er en pentamer av proteinet VP1, men på innsiden av 

kapsidet er et av de mindre proteinene VP2 og VP3 festet til hver pentamer (15). 

Sannsynligvis fester VP2 og VP3 genomet til kapsidet (16), og har også en rolle i transport av 

virusgenom til kjernen (17). Både SV40 og BKPyV har en leseramme for en kort versjon av 

VP2/VP3 som er blitt kalt VP4. Man trodde tidligere at VP4 var involvert i transport av nye 

virus ut av vertscellen, men det ble nylig vist at VP4 ikke har denne funksjonen hverken hos 

BKPyV eller SV40 (18). 

 

 

Figur 1: Illustrasjon av en polyomaviruspartikkel. Figuren viser organisering av kapsidproteinene VP1, VP2 og VP3, som 

omslutter virusets DNA. Figur gjengitt med tillatelse fra (19). 

Genomet er et sirkulært, dobbelttrådet DNA på ca. 5000 basepar (20), noe som er 500 

ganger mindre enn DNA-et til de største kjente virusene (21). Selv om genomet er lite, er det 

organisert på en slik måte at det likevel inneholder mye informasjon. Det består av en ikke-

kodende kontrollregion som regulerer genuttrykk og er startpunkt for replikasjonen, og to 

kodende regioner, én på hver tråd. Den ikke-kodende kontrollregionen kan i motsetning til 
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de kodende regionene variere mellom isolater grunnet duplikasjoner, delesjoner og 

rearrangeringer, som blant annet kan påvirke virusets replikasjonshastighet (22). 

 

Figur 2: Illustrasjon av BKPyVs sirkulære DNA. Til venstre ses den tidlige regionen som koder for proteinene LTag, sTag og 
TruncTag, hvor stiplede linjer markerer intron som ikke oversettes til proteiner. Til høyre ses den sene regionen som koder 
for agnoprotein og VP1-3. Nederst vises den ikke-kodende kontrollregionen. Figur gjengitt med tillatelse fra (23). 

Den kodende regionen som først transkriberes koder for proteinene lite (sTag), trunkert 

(TruncTag) og stort (LTag) tumor-antigen (24). Stort T antigen, som er best forstått av disse 

tre, fungerer som et viktig regulatorisk protein som blant annet initierer viral DNA-

replikasjon og transkripsjon av den sene genomregionen (6). Proteinet har fått navnet sitt 

fordi det er vist å kunne gi kreft hos dyr, blant annet ved å påvirke tumor suppressorene pRB 

og p53. Denne påvirkningen er nyttig for virusreplikasjon gjennom å stimulere til progresjon 

av cellesyklus og hindre apoptose (25). En annen viktig funksjon av LTag er å tvinne ut 

virusets dobbelttrådede DNA for å muliggjøre replikasjon og transkripsjon. Dette er det et C-

terminalt helikasedomene som står for. Helikasedomenene fra tolv LTag-monomerer danner 

sammen en dobbel heksamer rundt DNA-et, og tvinner ut trådene drevet av LTags ATPase 

(26). LTags helikase tilhører helikasesuperfamilie 3A, og beveger seg i 3’-5’ retning (27). 

Den sene regionen koder for agnoprotein, som hovedsakelig lokaliseres til cytoplasma (28), 

samt kapsidproteinene VP1, VP2 og VP3 (29). Det er foreløpig lite kunnskap om agnoprotein, 

men det kan ha en viktig rolle under replikasjonen (30) og frigjøring av virus (31). VP3 

kommer fra samme sekvens som VP2, men med senere startkodon, slik at proteinet er 
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kortere (29). Også alternativ spleising og skiftende leserammer bidrar til at lite DNA kan kode 

for mange ulike proteiner (24, 29). 

En replikasjonssyklus av BKPyV i nyreepitelceller fra proksimale tubuli (RPTECs) tar ca. 48-72 

timer (32). BKPyV kommer seg inn i en vertscelle ved først å binde med VP1 til en reseptor 

på celleoverflaten. Gangliosider og glykoproteinbundet sialinsyre er molekyler som er vist å 

fungere som slike reseptorer for BKPyV (33, 34). Etter binding fraktes viruset inn i cellen med 

endocytose (35), for så å fraktes via mikrotubuli videre til ER, hvor frigjøringen av DNA 

(uncoatingen) starter (36, 37). Opptaket av virus i cellekjernen foregår trolig ved hjelp av 

kjerne-lokaliseringssignaler på VP2/3 (38, 39). Når virus-DNAet er frigjort inne i kjernen, 

transkriberes først den tidlige regionen slik at de ulike T-antigenene uttrykkes. Deretter 

bidrar LTag til replikasjon av virusets genom via vertscellens enzymer. 

Samtidig med og etter replikasjonen transkriberes den sene regionen, slik at agnoprotein og 

VP1-3 uttrykkes (40). Nyprodusert VP1-3 transporteres ved hjelp av kjerne-

lokaliseringssignaler fra cytoplasma inn i kjernen (41, 42). Der danner de, sammen med 

replikert virus-DNA, nye viruspartikler (43). Det er mye usikkerhet rundt hvordan de nye 

virusene frigjøres. Man har lenge trodd at nakne virus utelukkende kan frigjøres lytisk, men 

en nyere studie indikerer imidlertid at BKPyV kan frigjøres uten å drepe vertscellen (44). 

1.1.2 Epidemiologi 

Smitte med BKPyV skjer vanligvis tidlig i barndommen, og seroprevalensen er på sitt høyeste 

i sen barndom eller ung voksen alder. Deretter synker den sakte med økende alder (8, 45-

47). To studier på voksne blodgivere i henholdsvis USA og Sveits viste begge en 

seroprevalens på 82 % (8, 47). Etter den primære infeksjonen etablerer viruset en 

sannsynligvis livslang persisterende infeksjon, tilsynelatende først og fremst i nyrer og 

urinveier (48). Selv om infeksjonen er uten symptomer, vil viruspartikler iblant skilles ut i 

urinen. Slik utskillelse har blitt påvist hos 28 av 400 blodgivere (7 %) (47). Dette 

sannsynliggjør oral smitte, for eksempel gjennom mat eller drikke forurenset med urin, men 

smittemåten er imidlertid ikke endelig kjent. Viruset har vist langvarig stabilitet i kloakk og 

tåler lav pH, som muliggjør oral smitte (49). I dyreforsøk med musepolyomavirus er både 

oral og respiratorisk smitte påvist, og viruset sprer seg deretter til ulike organer via 



 

5 
  

blodbanen (50). En respiratorisk smittevei underbygges av at enkelte tilfeller av øvre 

luftveissymptomer ser ut til å kunne skyldes primærinfeksjon med BKPyV (51). 

1.1.3 Sykdommer 

Det er særlig to situasjoner der infeksjon med BKPyV kan gi alvorlig sykdom. Polyomavirus-

assosiert nefropati (PyVAN) oppstår hos 1-10 % av mottakere av transplantert nyre, mens 5-

15 % av pasienter som får allogen stamcelletransplantasjon utvikler polyomavirus-assosiert 

hemorragisk cystitt (PyVHC) (1). Disse to sykdommene kan også oppstå hos pasienter som 

har fått transplantert andre organer (52, 53), eller av andre grunner har nedsatt 

immunforsvar (54, 55). Selv om immunsuppresjonen gir viruset mulighet til å replikere mer 

ukontrollert, er det langt mer vanlig at sykdom oppstår ved nyre- og 

stamcelletransplantasjon enn andre transplantasjoner. Dette indikerer at sykdommene også 

henger nært sammen med påvirkning på nyrene og urinveiene der viruset holder til, og/eller 

møtet mellom immunceller og virusinfiserte celler fra to forskjellige personer. 

Ved PyVAN er replikasjon av viruset i epitelceller i nyretubuli i den transplanterte nyren 

betydelig økt, med frigjøring til urin, blod og nærliggende vev. Hvis den ukontrollerte 

replikasjonen får fortsette, kan den gi store skader på den transplanterte nyren slik at 

funksjonen blir dårligere. I tillegg blir sannsynligheten for at nyren avstøtes mye større (1). 

Det er vist at viruset som gir PyVAN kommer fra donor, og det spekuleres i at mange av 

tilfellene oppstår når donor har virus av en genotype som pasienten ikke har antistoffer mot 

fra før. Under immunsuppresjon hemmes evnen til å danne nye antistoffer, og det humorale 

immunforsvaret får dermed større betydning (56). Også CD8-T-celler er svært viktige i 

kroppens forsvar mot BKPyV ved PyVAN (57). 

For å stoppe utviklingen av PyVAN er det ikke etablert noen god antiviral behandling (9), 

men i stedet er det vanlig å redusere den immunsuppressive behandlingen. Dette gir som 

regel god effekt og stopper progresjon av sykdommen (58). For å beholde mest mulig av 

nyrefunksjonen og unngå avstøtning er det viktig å gjøre dette på et tidlig tidspunkt (59). En 

sikker PyVAN-diagnose krever nyrebiopsi som viser cytopatiske forandringer, inflammasjon, 

tubulær atrofi og fibrose. Avhengig av hvor uttalte forandringene er, varierer risikoen for 

transplantatsvikt fra under 10 til over 80 %. En enklere og mer sensitiv metode for å 

identifisere pasienter med høy risiko for PyVAN er påvisning av BKPyV-DNA i pasientens 
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plasma eller eventuelt urin. Det er anbefalt med slik screening hver måned i ni måneder 

etter transplantasjon, og deretter hver tredje måned til det har gått to år. På denne måten 

kan minst 90 % av pasienter med risiko for PyVAN oppdages før signifikant nyreskade har 

oppstått, og tidlig behandling kan igangsettes (5). Det er imidlertid viktig at den 

immunsuppressive behandlingen ikke reduseres for mye, ettersom det kan føre til 

avstøtning. For noen pasienter har ikke reduksjon av immunsuppresjon god nok effekt, og 

den nye nyren blir gradvis mer skadet. I slike tilfeller brukes sporadisk fluorokinoloner eller 

cytostatiske antivirale midler som cidofovir og leflunomid, men disse har dessverre ikke vist 

god effekt (5, 60). 

Hvordan PyVHC oppstår er ikke sikkert kjent, men behandlingen med stråling/cellegift som 

gis før stamcelletransplantasjon for å ødelegge pasientens eget immunforsvar gir skader i 

urotelet i urinblæren. Det er foreslått at disse skadene og den påfølgende regenereringen 

reaktiverer BKPyV. Mangelen på et fungerende immunsystem bidrar til at viruset får 

replikere fritt og gi ytterligere ødeleggelse. Etter transplantasjonen vil så de transplanterte 

lymfocyttene gi inflammasjon i vevet, noe som gir mer skade på blæren og etter hvert PyVHC 

(61), som vanligvis oppstår i tidsrommet fra to uker til seks måneder etter transplantasjon 

(4). Hemorragisk cystitt kjennetegnes av smerter, makrohematuri (synlig blod i urinen) og i 

alvorlige tilfeller postrenal nyresvikt (62). Pasienter med PyVHC har også økt forekomst av 

transplantat-mot-vert-sykdom (graft versus host disease), altså at det nye immunsystemet 

angriper vev i kroppen (63). 

Fordi transplanterte lymfocytter trolig bidrar til sykdommen (61), er det lite hensiktsmessig å 

redusere en eventuell immunsuppressiv behandling, noe som også ville øke risikoen for 

transplantat-mot-vert-sykdom. Diagnosen baseres på triaden cystitt, makrohematuri og 

store mengder BKPyV i urinen, samt utelukkelse av andre tilstander. Til tross for 

nefrotoksisitet og usikker effekt forsøkes i enkelte tilfeller behandling med 

nukleotidanalogen cidofovir (4). I mangel på effektiv antiviral behandling står 

symptomlindring sentralt, som kan inkludere smertelindring, økt væskeinntak, blærekateter 

som fjerner blodklumper, blæreskylling og opprettholdelse av mengden røde blodceller, 

blodplater og koagulasjonsfaktorer (64). 

I tillegg til disse sykdommene har BKPyV nylig også blitt assosiert med utvikling av kreft. I 

2012 rapporterte Den internasjonale organisasjonen for forskning på kreft (International 
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Agency for Research on Cancer (IARC)) at BKPyV muligens er karsinogent for mennesker. In 

vitro og i dyremodeller har BKPyV evne til å indusere kreft, blant annet gjennom LTags og 

sTAGs hemming av tumorsuppressorer, og man vet dessuten at Merkelcelle-polyomavirus 

kan indusere hudkreft hos mennesker. BKPyV DNA har blitt påvist i mange tumorer hos 

menneske, men da de fleste mennesker infiseres med BKPyV er rollen i kreft hos mennesker 

likevel usikker (65). En litteraturstudie fra 2016 trekker frem kreft i urinveier som mulig 

assosiert med BKPyV. Det er rapportert flere tilfeller av kreft i urinveier som har oppstått i 

årene etter nyretransplantasjon hos pasienter som hadde PyVAN etter transplantasjonen, og 

felles for disse tumorene er at de oftest er høygradige, samt at de uttrykker BKPyV LTag. 

Pasientene var også relativt unge, flesteparten under 60 år (66). 

1.2 Amenamevir 

Amenamevir eller ASP2151 er et oksadiasolfenylderivat som hemmer helikase-

primasekomplekset hos herpesvirus. 

 

Figur 3: Strukturformel for amenamevir. Gjengitt med tillatelse fra (7). 

1.2.1 Effekt og bruk 

Amenamevir i tablettform ble i 2017 tatt i bruk i Japan under merkenavnet Amenalief® for 

behandling av helvetesild (herpes zoster) forårsaket av varicella zoster-virus (VZV), med 

anbefalt dose 400 mg en gang daglig (67). Medikamentet var først beskrevet i 2010 av Chono 

et al., som undersøkte antiviral effekt i humane øsofagusfibroblaster (HEF-celler) (7). Mot 

ulike isolater VZV fant de en 50 % effektiv konsentrasjon (EC50) på 0,038-0,10 µM, 

sammenlignet med 1,3-5,9 µM for aciklovir, som, eventuelt i form av prodruget valaciklovir, 

er standardbehandlingen mot VZV og HSV. Amenamevir hadde også god effekt mot 

aciklovirresistent VZV. Effekten mot herpes simplexvirus 1 (HSV-1) og herpes simplexvirus 2 

(HSV-2) var tilsvarende god, med EC50 på henholdsvis 0,036 og 0,028 µM. Amenamevir ble 
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dessuten testet ut mot cytomegalovirus, respiratorisk syncytialvirus, influensavirus og 

humant immunsviktvirus-1 (HIV-1), men uten effekt. En annen helikase-primasehemmer, 

pritelivir eller BAY 57-1293, hemmer HSV-1 og HSV-2, men er mye mindre effektiv mot VZV 

(7). Det er oss kjent ikke gjort studier av disse helikase-primasehemmernes effekt mot BKPyV 

eller andre polyomavirus. 

I senere kliniske studier har amenamevir vist effekt mot både herpes zoster og genital 

herpes (kjønnsherpes) hos mennesker. I en fase 3 randomisert, kontrollert studie på 750 

japanske pasienter med herpes zoster var effekten av 400 mg amenamevir en gang daglig i 7 

dager minst like god som 1000 mg valaciklovir tre ganger daglig (68). Det var ingen 

placebogruppe i denne studien, men en tidligere studie på behandling av herpes zoster viste 

reduksjon i median smertevarighet fra 58-62 dager med placebo til 28 dager med aciklovir 

(800 mg fem ganger daglig i 7 dager). Valaciklovir (1000 mg tre ganger daglig) var enda noe 

mer effektivt (69). Effekten av amenamevir på genital herpes ble undersøkt i en randomisert 

kontrollert studie på 695 pasienter. 100, 200 eller 400 mg amenamevir en gang daglig i tre 

dager eller én enkeltdose på 1200 mg reduserte median tid før tilheling av lesjoner like raskt 

som valaciklovir 500 mg to ganger daglig i tre dager. Tiden ble redusert fra 5,8 døgn for 

placebo til 4,3-5,0 døgn for henholdsvis 1200 og 100 mg amenamevir (70). Foreløpig brukes 

amenamevir kun off-label på denne indikasjonen. En mer effektiv strategi mot residiverende 

genital herpes er muligens forebyggende behandling. En randomisert kontrollert studie viste 

at 100 mg daglig av en annen helikase-primasehemmer, pritelivir, signifikant halverte antall 

dager med genitale lesjoner i forhold til valaciklovir 500 mg (71). Forsøk på mus har også vist 

effekt av amenamevir mot hornhinnebetennelse (keratitt) forårsaket av HSV (72). Kombinert 

med aciklovir/valaciklovir og penciklovir har amenamevir synergistisk effekt in vitro mot 

HSV-2 og VZV (73). 

1.2.2 Virkningsmekanisme 

Amenamevir virker ved å hemme herpesvirusenes helikase-primasekompleks. Helikaser er 

enzymer som tvinner ut og separerer trådene i den dobbelttrådete DNA-spiralen for å gjøre 

DNA-et tilgjengelig for replikasjon og transkripsjon. Enzymet er altså helt nødvendig for 

celledeling og proteinsyntese, og finnes i alle levende organismer og mange virus (74). Virale 

helikaser klassifiseres i seks superfamilier, der herpesvirusenes helikaser tilhører 
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superfamilie 1B (75). Primaser er enzymer som syntetiserer korte RNA-fragmenter, primere, 

hvor DNA-syntesen initieres (74). 

Amenamevir hemmer både enzymkompleksets helikase- ATPase- og primaseaktivitet. Chono 

et al. viste at helikaseaktiviteten hemmes ved konsentrasjoner > 0,1 µM og 

primaseaktiviteten ved konsentrasjoner > 0,03 µM. For kompleksets ATPase var 50 % 

inhibitorisk konsentrasjon (IC50) 0,078 µM. Ved å behandle med høye konsentrasjoner 

amenamevir over lang tid fremprovoserte de resistent VZV. Dette viruset hadde to 

mutasjoner i helikasegenet og én i primasegenet, som underbygget virkningsmekanismen. 

Sammenlignet med det opprinnelige viruset hadde det resistente viruset en mye lavere 

replikasjonshastighet (7). 

1.2.3 Farmakokinetikk 

Amenamevir absorberes hovedsakelig i tynntarmen, og hadde en biotilgjengelighet på 40 % i 

en studie på mus, og trolig en lignende biotilgjengelighet hos mennesker. Organet som 

oppnådde høyest konsentrasjon etter administrasjon av amenamevir til mus var leveren. 

Konsentrasjonen av amenamevir var også høy i nyre, åtte ganger høyere konsentrasjon enn i 

hud, som i de fleste tilfeller av behandling mot HSV-1, HSV-2 og VZV er målorganet. Det 

distribueres også til hjerne, men med åtte ganger lavere konsentrasjon enn i hud. 

Amenamevir metaboliseres trolig ved oksidering og deretter glukuronidering i lever (76). Hos 

mennesker absorberes amenamevir raskt, og halveringstiden er 8-9 timer (77), som gjør at 

dosering en gang daglig er mulig, i motsetning til for valaciklovir som har en halveringstid på 

bare 2,5 timer (78). Mesteparten, 75 %, skilles ut i avføring, mens 20 % skilles ut i urin (77). 

På grunn av farmakokinetiske interaksjoner kan amenamevir påvirke konsentrasjonen av 

andre legemidler. Amenamevir har in vitro og i kliniske studier vist seg å være en svak 

hemmer av cytokrom P450 2C8 (CYP2C8) og induktor av CYP2B6 og CYP3A4. Dessuten 

metaboliseres amenamevir selv av CYP3A4, og konsentrasjonen kan dermed påvirkes av 

CYP3A4 induktorer og inhibitorer. Interaksjonene som ble påvist var imidlertid svake nok til 

at dosejustering i de fleste tilfeller ikke er nødvendig, men kan være aktuelt ved smalt 

terapeutisk vindu (79, 80). 
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1.2.4 Bivirkninger 

Amenamevir har vist seg å være svært godt tolerert. In vitro er det gjort 

cytotoksisitetsstudier på humane øsofagusfibroblaster (HEF-celler) med to ulike metoder 

uten å observere noen cytotoksisk effekt ved konsentrasjonene som ble testet, og 

konkludert med at 50 % cytotoksisk konsentrasjon (CC50) må være minst 30 µM, altså langt 

høyere enn terapeutisk konsentrasjon (7). I kliniske studier med doser opptil 2400 mg er det 

heller ikke påvist noen sikre bivirkninger, og antall og type bivirkninger, for eksempel 

hodepine og kvalme, var på samme nivå som for valaciklovir og placebo (68, 70, 81). 

1.3 Herpesvirus 

Fordi amenamevir er utviklet som et antiviralt medikament mot alfaherpesvirus, og fordi et 

alfaherpesvirus brukes i oppgaven for å bekrefte effektiviteten av medikamentet vi fikk 

tilsendt, er noe bakgrunnskunnskap om herpesvirus nyttig for forståelsen av temaet. 

I den store familien Herpesviridae er det ni herpesvirus som er kjent for å infisere og gi 

sykdom hos mennesker; herpes simplexvirus 1 og 2 (HSV-1 og HSV-2), varicella zoster-virus 

(VZV), Epstein-Barr-virus (EBV), humant cytomegalovirus (HCMV), humant herpesvirus 6A og 

6B, humant herpesvirus 7 og kaposi-sarkom-assosiert herpesvirus (82). Amenamevir har 

effekt mot de tre alfaherpesvirusene, HSV-1, HSV2 og VZV (7), og det er derfor disse tre det 

vil bli fokusert på her. 

1.3.1 Basal virologi 

Herpesvirusene har en diameter på ca. 220 nm (83). Ytterst har de en lipidmembran fra 

vertscellen, og bundet til denne er ulike virale glykoproteiner. Innenfor lipidmembranen er 

et icosahedralt kapsid av 162 kapsomerer som omgir og beskytter virusets DNA. Rommet 

mellom kapsidet og lipidmembranen er fylt av et tykt lag av virale proteiner, som kalles 

tegument (84). Herpesvirusenes genom er lineært, dobbelttrådet DNA. HSV-1 og HSV-2, som 

har mye mer til felles med hverandre enn med VZV, har et genom på minst 152 000 basepar 

og ca. 80 gener, mens VZV sitt genom er på 129 000 basepar og rundt 70 gener (85). 
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Figur 4: Illustrasjon av en herpesviruspartikkel. Figuren viser en ytre lipidmembran, et tykt lag med virale proteiner kalt 
tegument, og et kapsid som omgir virusets lineære, dobbelttrådede DNA. Figur gjengitt med tillatelse fra (86). 

For å komme inn i en celle binder HSV med glykoproteiner på lipidmembranen til 

overflatemolekyler på cellen. Virusets membran fuserer deretter med cellemembranen, slik 

at tegumentproteinene og kapsidet frigis i cellens cytoplasma. Tegumentproteinene legger 

til rette for virustranskripsjon ved å påvirke cellulære funksjoner, mens kapsidet 

transporteres via mikrotubuli inn gjennom porer i cellens kjernemembran, slik at viralt DNA 

frigjøres i kjernen. Det er noe usikkert om VZV kommer seg inn i vertscellen på nøyaktig 

samme måte som HSV (85). 

Primærinfeksjon med viruset gir lytisk replikasjon, vanligvis i hud eller slimhinne, med aktiv 

produksjon av nye viruspartikler. I cellekjernen starter transkripsjonen av viralt DNA, som 

skjer ved hjelp av vertscellens RNA polymerase II (85). Den cellulære transkripsjonsfaktoren 

DDX3X fungerer trolig som helikase ved transkripsjonen av HSV DNA (87). Herpesvirusene 

koder for et stort antall proteiner. Såkalte umiddelbare gener uttrykkes umiddelbart etter 

infeksjon, og bidrar til videre transkripsjon av tidlige og sene gener (85). Replikasjonen 

foregår i cellekjernen ved hjelp av virusets egne proteiner; et oribindende protein, viral DNA 

polymerase og helikase-primasekomplekset, som alle er essensielle for replikasjonen av 

virusgenom. Andre virale proteiner er involvert i replikasjonen, men ikke essensielle. Det 

gjelder blant annet tymidin kinase (TK). Dette enzymet omdanner ved fosforylering 

nukleosider til nukleotider, for eksempel deoksytymidin til deoksytymidintrifosfat (dTTP), 

som inngår i DNA. I infiserte celler sørger TK for å danne et lager av nukleotider. Også noen 

cellulære enzymer er involvert i replikasjonen. For å fremme virusets tilgang til metabolitter 

og enzymer nedregulerer dessuten herpesvirusene vertscellens DNA-replikasjon (85). Etter 
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replikasjon pakkes nysyntetisert DNA inn i kapsid. Ved budding ut av den indre 

kjernemembranen får viruset en ytre lipidmembran, men denne fuserer trolig med den ytre 

kjernemembranen slik at nakne virus transporteres ut i cytoplasma, hvor de pakkes inn i to 

nye lipidmembraner fra cellulære organeller. Deretter fuserer den ytterste membranen med 

cellemembranen når viruset frigjøres fra cellen ved eksocytose, mens det beholder den 

innerste membranen (85). 

Etter primærinfeksjonen i hud eller slimhinne tas alfaherpesvirus opp i aksonterminaler på 

sensoriske nerveceller. De transporteres så trolig via mikrotubuli i aksonet til nervecellens 

cellekropp, og etablerer en latent infeksjon som persisterer hele vertens liv (88). I denne 

fasen er sirkulært HSV-DNA lagret i nervecellens kjerne (89), og det produseres ikke 

infeksiøse virus. Viruset kan derimot reaktiveres, og transporteres da tilbake via aksonet til 

hud eller slimhinne, hvor det gir ny lytisk infeksjon i samme dermatom som 

primærinfeksjonen (88). 

1.3.2 Epidemiologi 

De tre alfaherpesvirusene som gir sykdom hos mennesker har ulik utbredelse og smittevei. 

HSV-1 smitter ved direkte eller indirekte kontakt med sår, samt via spytt. Minst 50 % av 

europeere har gjennomgått infeksjon med HSV-1, vanligvis i barndommen. I utviklingsland er 

HSV-1 enda vanligere, trolig fordi folk bor tettere sammen (90). HSV-2 smitter nesten 

utelukkende ved seksuell kontakt, og prevalensen varierer fra 15-80 % mellom ulike 

populasjoner. I de fleste europeiske land er prevalensen 20-30 %, men også HSV-2 er vanligst 

i utviklingsland. For eksempel er over 60 % av kvinner i Sør-Afrika smittet med HSV-2 ved 21 

års alder (90). VZV er mest smittsomt av de tre virusene, og smitter ved kontakt- og 

dråpesmitte, vanligvis i tidlig barndom. Seroprevalensen er funnet å være > 90 % hos 15-

åringer i områder med temperert klima, hvor epidemier vanligvis oppstår i vinterhalvåret. 

Ved tropisk klima er VZV mindre smittsomt, og smitte skjer noe senere (91). 

1.3.3 Sykdommer 

Alle de tre alfaherpesvirusene etablerer en livslang, latent infeksjon etter 

primærinfeksjonen, og kan reaktiveres av en rekke faktorer, for eksempel stress, feber, 

vevsskade, immunsuppresjon og menstruasjon. HSV-1 og HSV-2 kan affisere hud og 

slimhinner over hele kroppen, men oral og genital herpes er de vanligste 
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presentasjonsformene (90). HSV-1 gir i de fleste tilfeller oral herpes, men i økende grad også 

genital herpes, sannsynligvis som følge av endret seksuell praksis. Symptomene er da ofte 

mildere enn ved infeksjon med HSV-2. HSV-2 gir nesten utelukkende genital herpes, men kan 

også i sjeldne tilfeller gi oral herpes (90). Både primærinfeksjon og reaktivering skjer 

vanligvis uten merkbare symptomer, men frigjøring av virus skjer likevel. I de tilfellene 

infeksjonen gir symptomer, er de ved primærinfeksjon oftest sterkere og mer langvarige enn 

ved sekundærinfeksjon. Symptomene er først og fremst smertefulle blemmer og sår i og 

rundt munnen ved oral herpes, eller på kjønnsorganene ved genital herpes. 20-40 % av 

voksne opplever residiverende oral herpes, de fleste sjeldnere enn én gang i året, og typisk 

varighet er 5-10 dager. Residiverende infeksjoner med genital herpes forekommer vanligvis 

4-5 ganger i året i starten, og blir deretter for de fleste sjeldnere, men noen får vedvarende 

hyppige og kraftige residiv som er begrensende for livskvalitet (90). Begge typene HSV kan 

dessuten gi keratitt (hornhinnebetennelse), som i verste fall kan medføre blindhet, og 

livstruende infeksjoner som encefalitt (hjernebetennelse), neonatal herpes hos nyfødte og 

hudinfeksjonen eczema herpeticum. Dette er sykdommer som uten antiviral behandling har 

høy dødelighet og kan gi varige funksjonsnedsettelser for de overlevende (90). 

VZV, i motsetning til HSV, gir ved primærinfeksjon alltid mer eller mindre uttalte symptomer 

i form av barnesykdommen vannkopper, med feber og utslett. Utslettet skyldes trolig at 

viruset infiserer epitel i øvre luftveisslimhinne, for så via infeksjon av hvite blodceller å kunne 

transporteres til hud over store deler av kroppen (91). Vannkopper er vanligvis ufarlig, men 

sykdommen kan kompliseres med sekundær bakterieinfeksjon i huden, som i sjeldne tilfeller 

kan spre seg og gi alvorlig sykdom. VZV kan også gi alvorlig lungebetennelse, som er vanligst 

hos voksne med primærinfeksjon og hos immunsupprimerte. Andre alvorlige 

manifestasjoner er hepatitt, encefalitt, lillehjerneataksi og blødningstendens. 

Primærinfeksjon under graviditet er forbundet med komplikasjoner hos både mor og barn, 

som misdannelser eller neonatal infeksjon hos barnet, og lungebetennelse hos den gravide  

(91). Reaktivering av VZV er sjeldnere enn for HSV, men sannsynligheten øker ved økende 

alder og ved nedsatt immunforsvar. Resultatet av reaktivering er helvetesild eller herpes 

zoster. Som navnet tilsier er dette en svært smertefull tilstand, hvor det oppstår utslett med 

blemmer, vanligvis i bare ett dermatom. 10-30 % av befolkningen får herpes zoster løpet av 

livet, men flesteparten opplever bare én episode. I noen tilfeller vedvarer smertene i flere 
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måneder etter at utslettet er borte, såkalt postherpetisk smerte. Noen land har innført 

vaksine mot VZV i barnevaksinasjonsprogrammet. Vaksine i voksen alder kan dessuten 

forebygge reaktivering av latent virus (91). 

På grunn av plagsomme symptomer og i noen tilfeller livstruende infeksjoner som encefalitt, 

vil det ofte være behov for antiviral behandling mot HSV og VZV. Inntil nylig har alle 

medikamentene som har vært i bruk mot herpesvirus vært nukleosid- eller 

nukleotidanaloger som binder til viral DNA polymerase (74).. I de fleste tilfeller brukes 

aciklovir (ACV), eller prodruget valaciklovir som absorberes bedre og omdannes til ACV i 

leveren. Andre medikamenter med samme virkningsmekanisme benyttes også. ACV er en 

nukleosidanalog som omdannes av viral tymidin kinase (TK) i infiserte celler til aktivt 

medikament, aciklovirtrifosfat (ACV-TP), en analog av deoksyguanosintrifosfat (dGTP). ACV-

TP har mye høyere affinitet til viral DNA polymerase enn til vertscellens DNA polymerase, og 

påvirker dermed selektivt virusets replikasjon. ACV-TP inkorporeres i viralt DNA, og fører til 

umiddelbar terminering av syntese av den aktuelle DNA-tråden, slik at virusets replikasjon 

hemmes (74). 

ACV er godt tolerert på grunn av selektiviteten for viral replikasjon, men likevel ikke uten 

utfordringer. En in vitro-studie viste at ved behandlingsstart mer enn 7,5 timer etter 

infeksjon ble effekten av ACV betydelig redusert. For å inkorporeres i viralt DNA må ACV-TP 

konkurrere med dGTP. Under infeksjon vil TK syntetisere og etter hvert bygge opp et lager av 

dGTP, slik at desto senere behandlingen starter, desto mer dGTP må medikamentet 

konkurrere med. Det er derfor viktig med tidlig oppstart av behandling. I motsetning til ACV 

reduseres effekten av amenamevir lite av viral replikasjon. 12,5 timer etter infeksjon var EC50 

for ACV 8-11 ganger høyere enn ved behandlingsstart samtidig med infeksjon, men for 

amenamevir var EC50 bare 2-4 ganger høyere (92). I en studie på mus viste det seg at 

amenamevir, i motsetning til valaciklovir, hadde effekt selv ved behandlingsstart fire dager 

etter infeksjon (93). Det har også vært en utfordring at ACV har en svakere effekt mot VZV 

enn mot HSV. Kombinert med kort halveringstid fører det til at ACV og valaciklovir må tas i 

høye doser flere ganger daglig. Amenamevir derimot, er omtrent like potent mot VZV som 

mot HSV, og har en lengre halveringstid (7, 74, 77). En annen viktig ulempe med de TK-

avhengige nukleosidanalogene i behandling mot herpesvirus er resistens. Hos 

immunkompetente individer forekommer resistens sjeldent, hos under 1 %, men gjentatt 
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behandling mot for eksempel genital herpes øker sjansen for resistensutvikling. Hos 

immunsupprimerte er forekomsten av resistent HSV høyere, rundt 5 %, og opptil 30 % i 

forbindelse med allogen benmargstransplantasjon. Resistens skyldes vanligvis mutasjon i TK-

genet, da dette enzymet ikke er essensielt for virusreplikasjon. I slike tilfeller kan man i 

stedet behandle med nukleosid- eller nukleotidanaloger som ikke er avhengige av TK, men 

dermed virker i alle kroppes celler og er mer toksiske. Noen virus har i stedet mutasjon i 

genet for DNA polymerase, og disse kan være resistente også mot medikamenter som ikke 

er avhengige av TK (94). Amenamevir har derimot mye mindre resistensproblematikk 

foreløpig. Ved å undersøke fire subtyper av HSV-1 og HSV-2, ble det funnet en 1389 ganger 

høyere forekomst av resistens mot ACV enn mot amenamevir. I tillegg replikerte de 

amenamevirresistente virusene mye dårligere enn ikke-resistente virus (95).  

1.4 Formål med oppgaven 

Formålet med oppgaven var å for første gang undersøke effekten av den nye helikase- og 

primasehemmeren amenamevir på replikasjon av BKPyV i nyreepitelceller og på viabilitet av 

de samme cellene. 
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2 Materiale og metode 

Amenamevir ble utprøvd in vitro på virusinfiserte celler for å undersøke effekt på 

virusreplikasjon og uttrykk av virale proteiner ved hjelp av henholdsvis kvantitativ-real-time 

PCR og immunfluorescensmikroskopi. For å undersøke effekt på viabilitet av nyreepitelceller 

brukte vi metodene xCELLigence og luminescensbasert ATP-måling. I tillegg ble det ved hjelp 

av xCELLigence-metoden, fasekontrastmikroskopi og immunfluorescensmikroskopi 

kontrollert om medikamentet vi fikk tilsendt hadde den forventede effekten mot HSV-1, eller 

om det var inaktivt. Til alle forsøkene ble det brukt uinfiserte og ubehandlede kontroller til 

sammenligning, som ellers ble behandlet på nøyaktig samme måte. Laboratoriearbeidet har 

foregått ved Avdeling for Mikrobiologi og Smittevern på Universitetssykehuset Nord-Norge 

(UNN) i Tromsø. 

2.1 Celler og utsåing 

Til forsøkene med BKPyV ble det brukt humane primære nyreepitelceller fra proksimale 

tubuli (RPTECs) (Lonza), fordi BKPyV ved PyVAN replikerer i epitelceller i nyretubuli (96). 

Donor var en 52 år gammel mann. Ifølge leverandør har cellene en doblingstid på 14 til 40 

timer. Ampuller med RPTECs frosset i flytende nitrogen ble tint og sådd ut i cellekulturflasker 

med renalt epitelialt vekstmedium (REGM) (Lonza) tilsatt 0,5 % føtalt kalveserum (FBS), 30 

µg/mL gentamicin og 15 ng/mL amfotericin B. Medium ble skiftet samme eller neste dag for 

å fjerne dimetylsulfoksid (DMSO) som var tilsatt de frosne cellene. Det ble tint nye RPTECs 

før hvert forsøk.  

Til kontrollforsøkene med HSV-1 brukte vi A549-celler (ATCC CCL-185), som er en cellelinje 

fra adenokarsinom i lunge. Disse ble valgt fordi celletypen tidligere er brukt i antivirale 

studier på HSV-1 (97), og en samarbeidende forskningsgruppe ved Universitetet i Basel 

hadde gode erfaringer med A549-celler i lignende forsøk. Cellene er dessuten enkle å 

håndtere, og var allerede tilgjengelig. A549-celler var i likhet med RPTECs fryst i nitrogen. 

Etter tining ble cellene sentrifugert for å fjerne DMSO, og deretter, også i tråd med forsøk fra 

Basel, sådd ut i Eagle’s Minimum Essensial Medium (MEM) tilsatt 5 % FBS. Cellene ble 

splittet når de dannet et konfluent lag, slik at de kunne holdes levende og brukes til flere 

forsøk. De ble alltid splittet minst én gang før bruk. 
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Alle celler ble inkubert ved 37 °C og 5 % CO2 i fuktet CO2-inkubator. 

Før forsøkene ble celler løsnet med trypsin, sentrifugert for å fjerne trypsinrester og 

resuspendert i medium. Ved hjelp av farging med trypanblått og celletelling med Countess™ 

automated cell counter ble et forhåndsbestemt antall celler sådd ut per brønn i 

mikrotiterplater. Det ble brukt 48-brønnersplater med brønnareal 0,75 cm2, 96-

brønnersplater med brønnareal 0,32 cm2 og 16-brønners E-plater med brønnareal 0,2 cm2. I 

disse platene ble cellene sådd ut i henholdsvis 250 µL, 125 µL og 200 µL medium per brønn. 

2.2 Virus 

BKPyV som ble brukt var cesiumkloridrenset BKPyV (Dunlop) produsert i veroceller i 2018. 

Fokusformende enheter (FFU) er rundt 105/µL, beregnet i RPTECs fra samme donor som 

brukt i disse forsøkene. 

HSV-1 ble tilsendt fra Basel. To 25 cm2 cellekulturflasker med A549-celler var infisert med 

henholdsvis 1,2 x 108 og 2,8 x 107 kopier av hvert sitt kliniske isolat, heretter benevnt som 

«isolat 1» og «isolat 2». Fire dager etter infeksjon ble flaskene fylt opp med ca. 50 mL 

medium (MEM) og oppbevart ved 4 °C før sending til Tromsø neste dag. Vi høstet 

supernatant fra begge flaskene, sentrifugerte for å fjerne celler og debris og frøs supernatant 

ned ved -80 °C til senere bruk. I tilfelle denne løsningen skulle ha for lav viruskonsentrasjon, 

ble pellet fra sentrifugering resuspendert i en liten mengde supernatant fra samme isolat. 

For isolat 2 hvor flere celler fremdeles satt fast i flasken, ble også fastsittende celler skrapt 

løs og blandet inn. Løsningene ble tre ganger fryst til -80 °C og tint for å forsøke å frigjøre 

intracellulært virus, og sentrifugert for å fjerne cellulært debris. Dette lysatet ble oppbevart i 

kjøleskap til uken etter. Noe av supernatanten ble brukt umiddelbart i 10 ganger fortynning 

til å infisere A549-celler i tre nye flasker for eventuell bruk senere. En flaske med uinfiserte 

celler ble behandlet på samme måte. Til det første forsøket brukte vi lysat, mens vi i resten 

av forsøkene endte opp med å bruke supernatant fra de opprinnelige flaskene vi fikk 

tilsendt, samt sentrifugert supernatant fra de uinfiserte cellene som kontroll (mock). 

2.3 Amenamevir 

Amenamevir ble kjøpt fra MedChemExpress i pulverform med en renhet på 93,89 % ifølge 

datablad fra leverandør. Pulveret ble løst i DMSO til en konsentrasjon på 20 mM og 
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oppbevart ved -80 °C, hvor det skal ha en holdbarhet på 6 måneder. Rett før behandling ble 

stoffet tint og fortynnet i cellekulturmedium til ulike konsentrasjoner. Fortynningene ble 

laget via 20 µM i medium for første forsøk med BKPyV, via 80 µM for de neste forsøkene 

med BKPyV og via 93 µM for forsøk med HSV-1. DMSO-konsentrasjonen ble justert til å være 

lik og så lav som mulig i konsentrasjonene av amenamevir som ble sammenlignet, for å 

utelukke at DMSOs effekt på celler eller virus kunne påvirke resultatet. Til forsøkene brukte 

vi konsentrasjoner av amenamevir på 0,01, 0,1, 1, 10, 20 og 40 µM. I de fire laveste 

konsentrasjonene var DMSO fortynnet 2000 ganger, ved 20 µM 1000 ganger fortynnet og 

ved 40 µM 500 ganger fortynnet. Ved sistnevnte konsentrasjon var DMSO-mengden så høy 

at vi forventet at den ville kunne påvirke cellene (informasjon fra veileder). 

2.4 Antiviral effekt av amenamevir mot HSV-1 

For å bekrefte at medikamentet vi hadde fått tilsendt var aktivt, ble det undersøkt for 

antiviral effekt mot HSV-1. Etter råd fra samarbeidende forskningsgruppe ved Universitetet i 

Basel ble effekten vurdert i A549-celler ved hjelp av xCELLigence (metoden nærmere 

beskrevet under 2.4). Herpesvirus gir uttalte strukturelle endringer i vertscellen 

(cytopatogen eller cytopatisk effekt, CPE) (98), slik at cell index i stor grad påvirkes av 

infeksjonen, og behandlingseffekt enkelt og raskt kan vurderes. Dette i motsetning til BKPyV, 

som har lite CPE (informasjon fra veileder). xCELLigence er i flere studier brukt til å se på CPE 

av ulike virus. Effekten kan beskrives ved hjelp av CIT50, tid for 50 % reduksjon av cell index 

(99, 100). I denne oppgaven defineres CIT50 som tiden der normalisert cell index er redusert 

til 50 % av normalisert cell index for uinfiserte celler. Normalisert cell index er cell index 

relativt til verdien ved tidspunkt for infeksjon, hvor cell index for alle brønner er satt til 1. 

For å finne optimal celletetthet for forsøkene ble, etter bakgrunnsmåling av medium, A549 

sådd ut i E-plater i konsentrasjoner på 5000, 10 000, 20 000 og 40 000 celler per brønn med 

fire paralleller, og cell index målt hvert 30. minutt. Fordi FBS i mediet inneholder fibronektin 

ble brønnene ikke dekket med fibronektin før utsåing. Etter ca. 3 døgn ble cellene behandlet 

med amenamevir 20 µM for å undersøke om det var noen effekt på cellenes viabilitet, og 

cell index ble målt i ytterligere 4 døgn. 

For å vurdere optimal viruskonsentrasjon ble deretter 5000 celler sådd ut per brønn i en E-

plate for måling av cell index. 48 timer etter utsåing ble 100 µL medium fjernet og erstattet 
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med lysat med ett av to HSV-1-isolater fortynnet enten 10, 100 eller 1000 ganger i medium. 

Noen brønner fikk kun medium. Cell index ble så målt hvert 30. minutt i 112 timer. Parallelt 

med dette forsøket ble celler sådd ut på samme måte i en annen E-plate for å undersøke 

effekt av behandlingen. Etter 48 timer ble 100 µL medium erstattet med 100 µL medium 

med eller uten amenamevir og med eller uten HSV-1. Amenamevir ble gitt i konsentrasjon 1 

eller 20 µM, og ubehandlede celler fikk DMSO i samme mengde. Virus som ble brukt var 

lysat med HSV-1 isolat 1 eller 2 fortynnet 10 ganger. I tillegg ble 15 000 celler per brønn sådd 

ut på en 48-brønnersplate som ble infisert og behandlet på samme måte og mikroskopert 

daglig. 

Mengde HSV-1-DNA i lysatet som var brukt, samt i supernatant fra flasken vi fikk tilsendt ble 

kvantifisert ved real-time semi-kvantitativ PCR. Vi hadde ikke med en standardkurve, men en 

positiv driftskontroll med kjent mengde HSV-1-DNA for å kunne beregne omtrentlig antall 

kopier. Foroverprimeren (5’-GGC-CTG-GCT-ATC-CGG-AGA-3’), bakoverprimeren (5’-GCG-

CAG-AGA-CAT-CGC-GA-3’) og TaqMan®-proben (5’ 6-FAM-CAG-CAC-ACG-ACT-TGG-CGT-TCT-

GTG-T-BHQ-1-3’) var rettet mot US5-genet i HSV-1. Dette genet koder for Glycoprotein J. 

Mastermiksen inneholdt en internkontroll med en indre sekvens som ikke finnes i HSV-1 for 

å utelukke hemming av PCR-reaksjonen, og en egen probe for påvisning av denne 

internkontrollen. Det ble brukt 20 µL mastermiks og 5 µL templat per brønn, og et program 

med 45 sykler. PCR av supernatant ble gjort tre ganger, PTC to ganger og lysat én gang. 

Etter kvantifisering av HSV-1-DNA ble forsøket modifisert for å få en tydeligere effekt av 

behandlingen. Det var mest praktisk å infisere og behandle 24 timer etter utsåing i stedet for 

48, og i stedet for lysat brukte vi supernatant fra flaskene vi hadde fått tilsendt, som hadde 

mer enn høy nok viruskonsentrasjon. Vi brukte kun isolat 1 for å kunne teste flere 

konsentrasjoner – 108, 107, 106, 105 og 104 kopier/mL. De høye konsentrasjonene ble 

gjentatt i tilfelle supernatant hadde lavere infektivitet enn lysat. 5000 celler per brønn ble 

sådd ut på E-plater, og infisert og behandlet på samme måte som beskrevet over. Uinfiserte 

celler fikk enten medium eller supernatant fra uinfiserte celler i stedet for virus, og ble 

behandlet med medium med DMSO eller amenamevir 20 µM. Infiserte celler ble behandlet 

med kun DMSO, eller amenamevir i konsentrasjon 1 µM eller 20 µM. Antall paralleller var to 

eller tre. Cell index ble målt hvert 30. minutt i 4 dager. 
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For å undersøke CPE av HSV-1 med fasekontrastmikroskopi og uttrykk av virale proteiner 

med immunfluorescensmikroskopi, ble 15 000 celler per brønn sådd ut i 48-brønnersplater 

med fire paralleller. Cellene ble infisert og behandlet med samme konsentrasjoner som 

cellene i E-plate, og mikroskopert daglig med fasekontrast. På ulike tidspunkter ble cellene 

fiksert, først med 4 % paraformaldehyd (PFA) i 10 minutter for å være skånsom mot celler 

med dårlig adhesjon, og deretter med metanol i 10 minutter som for RPTECs. Vi brukte to 

typer monoklonalt primærantistoff fra kanin mot et cytoplasmatisk protein som enten kun 

HSV-1 eller kun HSV-2 uttrykker. Dessverre vet vi ikke hvilket HSV-1-protein antistoffet 

binder til, da leverandøren bare oppgir at det er et cytoplasmatisk protein. Antistoffet var 

tilsendt fra Basel i bruksfortynning. Cellene ble inkubert med primærantistoff ved 37 °C i 60 

minutter. Som sekundærantistoff brukte vi geiteantistoff mot kanin-IgG med Alexa Fluor 488 

(grønn) som tidligere beskrevet, og DNA ble farget med DRAQ5 (101). 

2.5 Effekt av amenamevir på celleviabilitet av RPTECs 

Viabilitet ble studert ved hjelp av xCELLigence® (ACEA Biosystems), et instrument som 

kontinuerlig måler cellenes tilstand. Cellene sås ut i tilhørende E-plater med gullelektroder i 

bunnen av hver brønn. Det settes så spenning på elektrodene slik at det går en vekselstrøm 

gjennom cellekulturmediet, som leder strøm. Instrumentet kan dermed måle impedans 

(vekselstrømsmotstand) i mediet, som påvirkes av cellenes størrelse, adhesjon og antall. 

Impedansen omregnes av programvaren til en cell index som sier noe om celleviabiliteten, 

eller hvor godt cellene har det. Om cellene får vokse og dele seg uforstyrret, vil impedansen 

og dermed cell index gradvis øke og nå et platå når cellene har dannet et konfluent lag, mens 

for et cytostatisk eller cytotoksisk medikament kan få indeksen til å holde seg stabil eller 

synke (102). En fordel med denne metoden er at den i motsetning til mange andre typer 

viabilitetmålinger gir kontinuerlige resultater mens cellene er levende, i stedet for å kunne 

gjøre målingene kun på ett tidspunkt etter å ha lysert cellene. 

Før utsåing ble bunnen av brønnene i E-platene dekket med fibronektin for at cellene skulle 

kunne feste seg, og det ble gjort en bakgrunnsmåling av baseline impedans med kun 

medium i brønnene. Deretter ble RPTECs tilsatt slik at totalt volum ble 200 µL per brønn. Cell 

index ble målt hvert 15. minutt. For å redusere fordampning ble hulrommene rundt 

brønnene fylt med destillert vann. Ca. 24 timer etter utsåing ble halvparten av mediet 

erstattet med medium amenamevir, slik at sluttkonsentrasjonen av amenamevir ble 0,01, 



 

21 
  

0,1, 1,0, 10, 20 eller 40 µM. Som kontroller ble noen celler tilsatt medium med kun DMSO i 

samme konsentrasjoner som i medium med amenamevir. Cell index ble videre målt hvert 30. 

minutt i minst tre døgn. I hvert forsøk ble det brukt tre eller fire paralleller av hver 

behandling, og det ble gjort totalt fire slike forsøk, med 1500, 2000, 3000 og 3000 celler per 

brønn. Dette for å undersøke effekt av behandlingen både på prolifererende og ikke-

prolifererende celler. De to høyeste konsentrasjonene av amenamevir, 20 og 40 µM, ble kun 

testet på prolifererende celler (1500 og 2000 celler per brønn). 

Som et annet mål på cellenes viabilitet ble det gjort måling av ATP-konsentrasjonen i cellene. 

6250 RPTECs per brønn ble sådd i 96-brønnersplate. Etter ca. 24 timer ble medium fjernet og 

erstattet med 125 µL nytt medium, medium tilsatt DMSO eller amenamevir i 

konsentrasjonene 0,01, 0,1, 1 og 10 µM. Medium ble tilsatt tre brønner uten celler for 

måling av bakgrunnsluminescens. Tre døgn etter behandling ble 125 µL av reagenset 

CellTiter-Glo (Promega) tilsatt hver brønn. Reagenset reagerer med ATP i en reaksjon som 

frigjør lys, og inneholder stoffer som ødelegger cellemembranen slik at ATP frigjøres, og 

hemmer ATPaser for å unngå at mer ATP forbrukes. Brettet ble ristet i 2 minutter og 200 µL 

fra hver brønn overført til brønner på et hvitt 96-brønners brett og inkubert i 

romtemperatur i 10 min for stabilisering av luminescenssignalet før luminescens ble målt i et 

luminometer (Tecan Infinite F200PRO reader (Tecan)). I hvert forsøk ble det brukt tre 

paralleller, og forsøket ble gjentatt tre ganger. 

Sammenhengen mellom luminescens og ATP-konsentrasjon er lineær innenfor et begrenset 

område. For at vi skulle kunne sammenligne viabiliteten ved ulik behandling, er det derfor 

viktig å vite om den målte luminescensen er innenfor det lineære området, slik at den er 

proporsjonal med ATP-konsentrasjonen. Derfor lagde vi før hvert forsøk en standardrekke 

med ATP i kjente konsentrasjoner, som vi analyserte på samme måte. De kjente ATP-

konsentrasjonene var 1 nM, 10 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1 µM og 10 µM, med to 

paralleller av konsentrasjon. Etter å ha målt luminescensen ble det laget en standardkurve 

med lineær regresjon i Excel for å vurdere om den målte luminescensen kunne representere 

ATP-konsentrasjonen i cellene. 
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2.6 Antiviral effekt av amenamevir mot BKPyV 

For å undersøke antiviral effekt av amenamevir mot BKPyV, ble RPTECs ble sådd ut i 48-

brønnersplate med 12 500 celler per brønn. Det ble brukt to paralleller, og forsøket ble 

gjentatt tre ganger. Ca. 24 timer etter utsåing ble cellene infisert med BKPyV. Som i tidligere 

forsøk med BKPyV ble det ble brukt en MOI (multiplicity of infection) på 1 (32, 103) ved at 

det ble tilsatt én fokusformende enhet (FFU), som tilnærmet tilsvarer antall infeksiøse virus, 

per utsådde celle. Medium ble fjernet og erstattet med 100 µL rent medium eller medium 

med BKPyV. Etter to timers inkubasjon ved 37 °C i CO2-inkubator ble cellene vasket én gang 

med fosfatbufret saltvann (PBS) for å fjerne ekstracellulært virus som ikke hadde infisert 

celler. Deretter ble 250 µL medium med kun DMSO eller amenamevir i konsentrasjoner på 

0,01, 0,1, 1 og 10 µM tilsatt. 

Én dag etter infeksjon ble det høstet 10 µL supernatant fra de infiserte cellene som kun 

hadde fått DMSO for å kunne kvantifisere mengden BKPyV-DNA i mediet før frigjøring av nye 

viruspartikler hadde startet. Denne mengden kalles input og skyldes rester fra da cellene ble 

infisert. Tre dager etter infeksjon ble det høstet 100 µL medium fra hver brønn. Både dette 

og inputprøven ble fortynnet 1:100 i destillert vann, kokt ved 100 °C i 5 minutter og 

analysert med kvantitativ real-time polymerase chain reaction (qPCR) for å finne 

konsentrasjonen av BKPyV-DNA ekstracellulært tre dager etter infeksjon og behandling i 

mediet til både ubehandlede og behandlede celler. Metoden amplifiserer opp en bestemt 

DNA-sekvens som ligger innenfor to primere. Amplifiseringen skjer i temperatursykler, der 

mengden DNA er doblet etter hver syklus. En syklus starter med at temperaturen økes slik at 

DNA-trådene denatureres og dermed blir tilgjengelige for primere, proben og en DNA 

polymerase fra mastermiksen, som kopierer sekvensen ved en lavere temperatur. Antallet 

kopier kan enten måles på slutten av reaksjonen, eller etter hver syklus. En probe som 

binder til DNA-sekvensen og sender ut fluorescens, som måles av PCR-maskinen, gjør dette 

mulig. Ved real-time PCR måles fluorescensen etter hver syklus. Nummeret på den første 

syklusen der fluorescensen er stor nok til å skilles fra bakgrunnssignalet er proporsjonalt 

med logaritmen til startmengden DNA. Denne syklusen benevnes som Ct (threshold cycle). 

Vi brukte en kvantitativ real-time PCR med primere og probe komplementær til genet for 

LTag, som beskrevet tidligere (104). I en 96-brønners PCR-plate ble hver brønn tilsatt 20 µL 

TaqMan mastermiks (Applied Biosystems) med primere og probe, og deretter 5 µL fortynnet 
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supernatant fra infiserte celler, hver prøve i triplett. I tillegg hadde vi med en prøve fra én 

uinfisert brønn, og to brønner fikk destillert vann som negativ kontroll. Vi brukte et program 

med 45 sykler. For å muliggjøre kvantifisering benyttet vi 5 µL av fire plasmidstandarder med 

kjent konsentrasjon av BKPyV-DNA som kjøres i triplett: 10, 1000, 10 000 og 1 000 000 

kopier/µL. Ved hjelp av standardene beregnet programvaren antall kopier BKPyV-DNA i 

prøvene. 

For å se på uttrykk av virusproteinene LTag, agnoprotein og VP1 i de infiserte cellene ved 

ulike konsentrasjoner av amenamevir, brukte vi immunfluorescensmikroskopi. Metoden går 

ut på å farge proteiner ved hjelp av antistoffer som tidligere beskrevet (101). Vi fikserte 

cellene med metanol tre dager etter infeksjon og behandling. Cellene ble vasket én gang 

med PBS, fiksert med 250 µL metanol i 10 minutter og vasket to ganger til før tilsetning av ny 

PBS. Metanolfikseringen gjør cellemembranen permeabel for antistoffer. Cellene ble 

oppbevart i kjøleskap frem til farging. Vi brukte indirekte immunfluorescens, som betyr at vi 

måtte bruke to ulike typer antistoff. Som primærantistoff brukte vi monoklonalt anti-LTag 

(mus), monoklonalt anti-agnoprotein (kanin) (101) og polyklonalt anti-VP1 (kanin) (105). 

Anti-VP1 var fortynnet 1:1000. Som sekundærantistoff brukte vi geiteantistoffer mot kanin-

IgG og muse-IgG. De to sekundærantistoffene har bundet på seg hvert sitt fluorescerende 

molekyl, henholdsvis Alexa Fluor 488 (grønn) og Alexa Fluor 568 (rød). Alle brønnene ble 

også farget med DNA-farge, enten DRAQ5 eller DAPI, fortynnet 1:1000 i PBS. Nikon TE2000 

mikroskop og programmet NIS Elements (Nikon Corporation) ble brukt til mikroskopi og 

fotografering. For å kunne sammenligne proteinuttrykk ble samme kamerainnstillinger brukt 

på alle bilder av samme protein. I tillegg til immunfluorescensmikroskopi brukte vi også 

fasekontrastmikroskopi, som viser kontrast mellom ulike strukturer uten at man behøver å 

farge. 

2.7 Statistiske metoder 

Rådata fra forsøkene ble eksportert til Excel hvor det ble gjort utregninger og grafisk 

fremstilling av resultatene. De fleste forsøkene ble gjort minst tre ganger, og for resultatene 

fra ATP-måling og real-time PCR ble gjennomsnittet av alle forsøk med standardavvik vist. 
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3 Resultater 

3.1 Antiviral effekt av amenamevir mot HSV-1 

For å kontrollere om medikamentet vi hadde fått tilsendt var aktivt, testet vi det først ut på 

A549-celler infisert med HSV-1, et av virusene amenamevir har kjent effekt mot. Da vi ikke 

tidligere hadde utført forsøk med herpesvirus og A549-celler, ønsket vi først å finne optimale 

konsentrasjoner av celler og virus. 

Optimal cellekonsentrasjon. Celler ble sådd ut i ulike tettheter; 5000, 10 000, 20 000 og 

40 000 celler per brønn. Cell index, som reflekterer antall, størrelse og adhesjon av cellene, 

ble målt kontinuerlig med xCELLigence (Figur 5). Vi så tydelig forskjell på hvor raskt cell index 

steg ved ulik celletetthet, mens maksimal cell index var lik for alle tetthetene. Den høyeste 

celletettheten på 40 000 celler per brønn viste rask økning i cell index, og nådde et platå 

med maksimal cell indeks på litt under 8 etter bare 9 timer. Brønnene med 20 000 celler kom 

til maksimal cell index etter ca 20 timer. Brønnene med 10 000 celler viste en gradvis 

stigning frem til maksimal cell index etter ca. 48 timer, mens cell index i brønner med 5000 

celler fortsatte å stige til ca. 60 timer. Vi ønsket å benytte en konsentrasjon av celler der 

cellene fremdeles var i proliferasjon etter 48 timer, for å bedre synliggjøre forskjeller i cell 

index mellom behandlede og ubehandlede celler. Ut fra dette forsøket bestemte vi oss for å 

bruke 5000 celler per brønn. 



 

25 
  

 

Figur 5: xCELLigence-måling av cell index fra utsåing av A549-celler i fire ulike konsentrasjoner og i totalt 66 timer. Grafene 
viser gjennomsnitt av fire paralleller med 5000 (grønn), 10 000 (lilla) 20 000 (rød) og 40 000 (blå) celler per brønn. 
Standardavviket mellom fire paralleller vises som vertikale striper på grafene. 

 

Optimal viruskonsentrasjon. For å finne en optimal viruskonsentrasjon ble A549-celler 

analysert med xCELLigence og infisert med ulike konsentrasjoner av to kliniske isolater HSV-1 

48 timer etter utsåing (Figur 6). Lysatet som ble brukt til infeksjon hadde på dette 

tidspunktet ukjent konsentrasjon virus. Det var en tydelig sammenheng mellom 

virusmengde og hvor raskt CPE inntraff. Celler som ble infisert med 10 ganger fortynnet lysat 

viste en svært rask nedgang i cell index, som inntraff raskest for isolat 2. CIT50, tid for 50 % 

reduksjon i normalisert cell index i forhold til uinfiserte celler (mock), var på bare 4,5 og 3 

timer for henholdsvis isolat 1 og 2 ved 10 ganger fortynning. Det ble daglig gjort 

fasekontrastmikroskopi, som viste at infiserte celler fikk større kjerner og rundere form. 

Farging for døde celler med DRAQ7 en, to og tre dager etter infeksjon viste ingen forskjell i 

antall døde celler mellom infiserte og uinfiserte brønner. 
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Figur 6: xCELLigence-måling av cell index fra 12 timer før til 48 timer etter infeksjon av A549-celler med HSV-1 isolat 1 (A) og 
isolat 2 (B). Hver kurve viser gjennomsnitt av tre (1:1000) eller to paralleller infisert med lysat fortynnet 10, 100 eller 1000 
ganger, eller kun tilsatt medium. Standardavviket mellom parallellene vises som vertikale striper på grafene. Pilene viser 
CIT50 (tid for 50 % reduksjon av cell index sammenlignet med uinfiserte celler). 
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Figur 7: Immunfluorescensmikroskopi hvor døde celler er farget blå med DNA-fargen DRAQ7 to dager etter infeksjon. Bildet 
til venstre viser uinfiserte celler, mens bildet til høyre viser celler som fikk 10 ganger fortynnet lysat fra celler infisert med 
HSV-1 isolat 1. 

 

For å kvantifisere virusmengden i lysatet og supernatanten vi infiserte med, ble det gjort en 

semi-kvantitativ real-time PCR. Resultatet viste at det var høyere konsentrasjon av HSV-1 

DNA i lysat fra infiserte A549-celler enn i supernatant høstet fra de samme cellene (Figur 8). 

Dessuten var det for isolat 2 lavere konsentrasjon i supernatant og høyere konsentrasjon i 

lysat sammenlignet med isolat 1. Resultatene samsvarte godt med CIT50 for de to isolatene.  

Ut fra disse resultatene vet vi at vi av lysat isolat 1 har benyttet henholdsvis 1,60 x 106, 1,60 x 

107, 1,60 x 108 kopier/ml for 1:1000, 1:100 og 1:10 ganger fortynning, mens vi for lysat isolat 

2 har benyttet henholdsvis 8,24 x 106, 8,24 x 107, 8,24 x 108 kopier/ml for 1:1000, 1:100 og 

1:10 ganger fortynning. Det er viktig å merke seg at resultatene viser antall DNA-kopier, som 

inkluderer både infeksiøse virus og fritt virus-DNA. Sammenstilt med resultater fra 

xCELLigence virket konsentrasjoner opptil 1,6 x 107 aktuelle å arbeide videre med, mens 

høyere konsentrasjoner ga en for rask CPE. Imidlertid valgte vi å bruke nedfrosset 

supernatant, og i tilfelle denne hadde lavere infektivitet enn lysatet, inkluderte vi 
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konsentrasjoner på opptil 108 kopier/mL. Vi bestemte oss for å bare benytte ett klinisk isolat 

i det videre arbeidet og valgte isolat 1. 

 

Figur 8: Resultater fra PCR for kvantifisering av HSV-1 DNA i ufortynnet supernatant og lysat fra infiserte A549-celler. For 
supernatant er det vist gjennomsnitt og standardavvik fra tre PCR-kjøringer. For lysat ble PCR gjort kun én gang. 

Effekt av amenamevir på HSV-1 replikasjon. For å undersøke den antivirale effekten av 

amenamevir ble det først gjort et forsøk der A549-celler infisert med 10 ganger fortynnet 

lysat ble behandlet med 1 og 20 µM amenamevir, men den raske nedgangen i cell index 

gjorde at vi ikke kunne se noen tydelig effekt av behandlingen (resultater ikke vist). Videre 

ble effekten undersøkt på celler infisert med supernatant med HSV-1 isolat 1 i 

konsentrasjonene 104, 105, 106, 107 og 108 kopier/mL, både med xCELLigence, 

fasekontrastmikroskopi og immunfluorescensmikroskopi. Ved 107 og 108 kopier/mL var 

effekten av behandling liten (resultater ikke vist), mens amenamevir tydelig reduserte CPE 

ved de tre laveste konsentrasjonene av virus. Fasekontrastmikroskopi ble gjort daglig, og 

viste som tidligere nevnt for HSV-1 lysatinfiserte celler at ubehandlede, infiserte celler etter 

hvert fikk forstørrede kjerner og en rundere form enn de uinfiserte cellene (Figur 9). 
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Figur 9: Fasekontrastmikroskopi som viser cytopatogen effekt av HSV-1 to dager etter infeksjon. Bildet til venstre viser celler 
som fikk supernatant fra uinfiserte celler, mens bildet til høyre viser celler som fikk supernatant fra infiserte celler med en 
konsentrasjon av HSV-1 DNA på 106 kopier/mL. 

Resultater for xCELLigence-forsøkene er vist for celler infisert med 104 kopier/mL. I 

ubehandlede brønner begynte cell index å synke 38 timer etter infeksjon (Figur 10). Ved 

behandling med 1 µM ble CPE utsatt, men inntrådte etter hvert. Ny tilsetning av 1 µM kunne 

utsette denne effekten ytterligere. Ved behandling med 20 µM var det derimot ingen 

reduksjon av cell index sammenlignet med uinfiserte celler, selv om behandling kun ble gitt 

én gang. 

 

Figur 10: xCELLigence-måling av cell index fra 12 timer før til 138 timer etter infeksjon av A549-celler med HSV-1 isolat 1 i 
konsentrasjon på 104 kopier/mL. Hver kurve viser gjennomsnitt av to (1 µM) eller tre paralleller. Den grønne kurven viser 
celler som fikk supernatant fra uinfiserte celler. Samtidig med infeksjon fikk cellene enten amenamevir 1 µM (rød), 20 µM 
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(blå) eller medium med DMSO i samme konsentrasjon (lilla). 72 timer etter infeksjon fikk én brønn ny behandling med 1 µM 
(oransje), mens én fikk nytt medium med DMSO i samme konsentrasjon (rød). Standardavvik mellom to [1 µM) eller tre 
paralleller vises som vertikale striper på grafene. 

 

For å undersøke effekten av amenamevir på uttrykk av virale proteiner, ble celler som var 

metanolfiksert to og seks dager etter infeksjon og behandling farget med primærantistoff 

mot HSV-1 og HSV-2 cytoplasmatisk protein. Ingen celler uttrykte proteinet fra HSV-2. 

Proteinet fra HSV-1 var uttrykt i tilnærmet alle ubehandlede celler, og ikke i uinfiserte celler. 

To dager etter infeksjon uttrykte noen få celler behandlet med 1 µM proteinet fra HSV-1 

(resultater ikke vist), mens flesteparten av cellene ble farget seks dager etter infeksjon 

uttrykte proteinet (Figur 11). For cellene behandlet med 20 µM var det kun én celle som ble 

farget for HSV-1 i to brønner seks dager etter infeksjon. Samtidig viste xCELLigence at cell 

index for uinfiserte celler var behandlet med 20 µM amenamevir, var identisk med cell index 

for DMSO behandlede celler (resultatet er ikke vist). 
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Figur 11: Fasekontrastmikroskopi (A) og immnfluorescensmikroskopi (B) av A549-celler seks dager etter infeksjon med HSV-
1 104 kopier/mL. Cellene ble samtidig med infeksjon behandlet med amenamevir i konsentrasjon 1 eller 20 µM, eller fikk 
medium med DMSO i samme konsentrasjon som i amenamevir. Til immunfluorescensfaringen er det brukt primærantistoff 
mot et HSV-1 cytoplasmatisk protein. 

Ved fasekontrastmikroskopi så vi også at amenamevir felte ut og dannet to typer krystaller. 

Ved forsøk på å fortynne amenamevir i begge typene medium som ble brukt, MEM og 

REGM, felte det ut i omtrent samme mengde. Det ble mer utfelling om amenamevir først ble 

fortynnet til en høy konsentrasjon i medium som ble videre fortynnet til lavere 

konsentrasjoner, enn om det ble fortynnet direkte fra 20 mM i DMSO til en lav 

konsentrasjon i medium (Figur 12). 
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Figur 12: Bildene viser utfelling av amenamevir ved ulike konsentrasjoner i medium (MEM), enten fortynnet via amenamevir 
160 µM i medium (A), eller direkte fra amenamevir 20 mM i DMSO (B). 

Vi konkluderte med at medikamentet amenamevir reduserte CPE i HSV-1 infiserte A549-

celler ved konsentrasjon på 1 µM, og nærmest fullstendig hemmet CPE ved konsentrasjon på 

20 µM når cellene ble infisert med maksimalt 104 kopier/ml. Amenamevir er dermed 

bekreftet å fungere. Som et viktig bifunn fant vi at amenamevir hadde begrenset løselighet i 

medium, noe som førte til utfelling av krystaller. Dette betyr sannsynligvis at mediet i 

forsøkene inneholdt en lavere konsentrasjon av oppløst og tilgjengelig amenamevir enn 

planlagt. 

3.2 Effekt av amenamevir på celleviabilitet av RPTECs 

For å undersøke amenamevir sin kontinuerlige påvirkning på celleviabilitet av RPTECs, ble 

xCELLigence-maskinen benyttet. Ved 3000 celler per brønn nådde cell index et platå i løpet 

av forsøket som gikk over 6 dager, mens cell index var stigende under hele forsøket ved 

konsentrasjoner på 1500 og 2000 celler per brønn. Spredningen mellom brønner ble større 

med tiden. Ingen av forsøkene viste noen reduksjon av cell index hos celler som fikk 

amenamevir og celler som kun fikk medium med samme konsentrasjon av DMSO som i 

amenamevir. Vi så derimot en trend der amenamevir behandlede celler hadde litt høyere 

cell index enn DMSO-behandlede celler. Forsøket med 2000 celler per brønn er vist i Figur 

13. Hos cellene behandlet med 40 µM amenamevir observerte vi en saktere økning i cell 

index etter rundt 48 timer, sammenlignet med lavere konsentrasjoner av amenamevir. Den 
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samme trenden så vi imidlertid hos cellene som kun fikk DMSO i samme konsentrasjon. 

Amenamevir i konsentrasjon 40 µM hadde mer DMSO enn de andre amenamevir-

konsentrasjonene, som indikerte at den reduserte viabiliteten skyldtes DMSO, og ikke 

amenamevir. 
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Figur 13: Ett av fire forsøk med xCELLigence-måling av RPTECs. Cell index ble målt fra utsåing av 2000 celler per brønn og i 
totalt 140 timer. Amenamevir ble tilsatt 24 timer etter utsåing. Grafene viser celler behandlet med ulike konsentrasjoner 
amenamevir, eller DMSO i samme konsentrasjon, som er ulik for 0,01-10 µM (A), 20 µM (B) og 40 µM (C). Standardavviket 
mellom tre (amenamevir) eller fire (DMSO) paralleller vises som vertikale striper på grafene. 

For å undersøke ATP-innhold i cellene tre dager etter behandling (tilsvarer 72 timer i Figur 

13) benyttet vi assayet CellTiter-Glo. Resultatene viste at amenamevir ikke reduserte ATP-

konsentrasjonen i forhold til ubehandlede celler, men muligens førte til en lett økning (Figur 

14). For at luminescensen skal representere ATP-mengden i cellene, må den ligge innenfor 

det lineære området. Lineær regresjon av resultatene fra standardrekken med kjente ATP-

konsentrasjoner resulterte først i en kurve som ikke dekket hele området for luminescensen 

i prøvene, og vi utvidet derfor de neste standardrekkene med en 10 ganger høyere ATP-

konsentrasjon. Figur 15 viser en av disse kurvene. De var nærmest perfekt lineære (r2 = 

0,9996, 0,9994 og 0,9992), og de to siste dekket de målte luminescensverdiene, som var på 

opptil 5 011 200 RLU. Vi kunne dermed konkludere med at luminescens representerte ATP-

konsentrasjon i cellene. 
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Vi konkluderte med at amenamevir i konsentrasjoner på opptil 40 µM ikke påvirket viabilitet 

av RPTECs. 
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Figur 14: ATP-måling tre dager etter behandling med amenamevir. Dette tilsvarer ca. 72 timer etter utsåing i Figur 13. 
Gjennomsnittlig luminescens og standardavvik for tre forsøk er vist som prosent av luminescens fra DMSO-behandlede 
brønner, satt som 100%. 

Figur 15: Luminescens som en lineær funksjon av ATP-konsentrasjon i en standardrekke med kjente ATP-
konsentrasjoner: 1 nM, 10 nM, 100 nM, 250 nM, 500 nM, 1 µM og 10 µM. 
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3.3 Antiviral effekt av amenamevir mot BKPyV 

For å undersøke effekten av amenamevir på replikasjon av BKPyV, valgte vi først å undersøke 

frigjøring av nye viruspartikler ved å måle viralt DNA i cellekulturmedium med kvantitativ 

PCR, tre dager etter infeksjon og behandling. Vi fikk oppgitt resultatene fra PCR som antall 

DNA-kopier per 5 µL prøve ved start, fordi vi hadde med standarder med kjent konsentrasjon 

viralt DNA. Ut fra resultatene ble konsentrasjonen i cellemediet i kopier/mL beregnet. Som 

fremstilt i Figur 16 hadde amenamevir i konsentrasjoner på opptil 10 µM ingen påvirkning på 

ekstracellulær konsentrasjon av BKPyV tre dager etter behandling. Konsentrasjonen av 

ekstracellulært BKPyV DNA varierte fra 1,15 x 1010 kopier/mL for 0,1 µM amenamevir til 2,24 

x 1010 kopier/mL for celler som fikk medium med bare DMSO. Av cellene som ble behandlet, 

var det de som fikk 10 µM amenamevir som hadde høyest konsentrasjon ekstracellulært 

BKPyV DNA, 1,77 x 1010 kopier/mL. Variasjonen mellom ulik behandling var altså liten, og 

viste ingen sammenheng med konsentrasjonen av amenamevir. Standardavvik mellom tre 

forsøk var på opptil 3,45 x 109. Vi så en økning på minst 2 log fra input i alle prøvene, noe 

som viser at vi måler mengde nyreplikert virus og ikke bare det viruset vi infiserte cellene 

med. Det ble også gjort PCR av medium fra uinfiserte brønner, og i to av tre forsøk ble det 

påvist en liten mengde BKPyV DNA i dette mediet, opptil 7,4 x 105. Alle de negative 

kontrollene med destillert vann var negative. 
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Figur 16: Måling av ekstracellulær konsentrasjon av BKPyV-DNA tre dager etter behandling og infeksjon. Dette tilsvarer ca. 
72 timer etter behandling i Figur 13. Virusmengden er vist som gjennomsnitt av tre forsøk i kopier/mL. Inputprøven viser 
hvor mye av virusmengden som skyldes ekstracellulære rester som fremdeles var igjen etter infeksjon og skiftning av 
medium. 

For å undersøke effekten av amenamevir på uttrykk av virale proteiner, ble celler som var 

metanolfiksert tre dager etter infeksjon og behandling farget med primærantistoff mot LTag, 

VP1 og agnoprotein, og dessuten ble DNA farget med DRAQ5 eller DAPI. Cellene ble så 

mikroskopert med fasekontrast- og immunfluorescensmikroskopi. Som synlig på 

fasekontrastbildene (Figur 17A) hadde enkelte infiserte celler forstørrede kjerner og synlige 

virusinklusjoner. Immunfluorescensmikroskopi viste at amenamevir ikke påvirket uttrykk av 

BKPyVs proteiner (Figur 17B og C). Fargingen av virale proteiner viste at LTag var lokalisert til 

kjernen i de infiserte cellene, mens agnoprotein fantes i cytoplasma og da spesielt i området 

rundt kjernen. Fargingen for VP1 var sterkest i kjernen. Cellekjernene hos både infiserte og 

uinfiserte celler vises som runde og blå grunnet DNA-farget med DRAQ5 eller DAPI. En stor 

andel av de infiserte cellene uttrykte alle de tre virale proteinene, og behandlingen 

reduserte ikke synlig mengden proteiner som ble uttrykt. Vi så dessuten at noen celler 

uttrykte kun det tidlige proteinet LTag, og ikke de sene proteinene agnoprotein og VP1. 

Ingen uinfiserte celler uttrykte BKPyV proteiner. 
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Figur 17: Fasekontrastmikroskopi (A) og immunfluorescensmikroskopi (B og C) av RPTECs som ble metanolfiksert tre dager 
etter behandling og infeksjon. Bildene viser uinfiserte celler, celler som fikk medium med bare DMSO og celler som fikk 10 
µM amenamevir. B viser hver for seg farging for LTag (rød), agnoprotein (grønn) og VP1 (grønn). C viser celler farget med 
DNA-farge (DRAQ5 eller DAPI, blå) og primærantistoff mot LTag (rød) samt enten agnoprotein eller VP1 (grønn). 

 

Vi konkluderte med at amenamevir i konsentrasjoner opptil 10 µM ikke påvirket replikasjon 

eller proteinuttrykk av BKPyV i RPTECs. 
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4 Diskusjon 

Det er stort behov for en effektiv behandling av sykdom forårsaket av BKPyV. Vi har for 

første gang testet om en ny helikase- og primasehemmer, amenamevir, kan påvirke BKPyV-

replikasjon i RPTECs. Som vi så fra PCR- og immunfluorescensresultatene, påvirket 

behandlingen hverken mengden ekstracellulært virus-DNA eller mengden virusproteiner 

intracellulært. Resultatene fra xCELLigence og ATP-måling viste at amenamevir heller ikke 

reduserte celleviabiliteten av RPTECs. 

4.1 Tolkning av funn 

Amenamevir har fra før kjent effekt mot herpesvirusene HSV-1, HSV-2 og VZV, med EC50 på 

henholdsvis 0,036, 0,028 og 0,038-0,10 µM, og EC90 på 0,46, 0,23 og 0,46 µM (7). For å 

undersøke om medikamentet vi hadde fått tilsendt hadde forventet effekt, ble det testet 

mot HSV-1. Vi brukte supernatant og lysat fra celler infisert med to kliniske isolater. Ifølge 

semi-kvantitativ PCR var det mest virus i lysat med klinisk isolat 2, etterfulgt av lysat med 

klinisk isolat 1, supernatant med klinisk isolat 1 og supernatant med klinisk isolat 2. Dette 

skyldes trolig at cellene i flasken med isolat 1 allerede hadde løsnet og at intracellulært virus 

var frigjort til supernatant, mens flere celler infisert med isolat 2 fremdeles satt fast i flasken 

og inneholdt intracellulært virus. 

I forsøkene med HSV-1 så vi ved fasekontrastmikroskopi tydelig CPE, som samsvarte godt 

med xCELLigence. Overraskende førte ikke HSV-1 til flere døde celler to dager etter 

infeksjon, til tross for sterkt fall i cell index (Figur 6 og Figur 7). HSV-1 frigjøres ved 

eksocytose, og trenger altså ikke å drepe cellene for å frigjøres (85). Sannsynligvis vil cellene 

dø etter lengre tid med svært høy virusreplikasjon. Ut fra mikroskopering hvor cellene fikk 

en rundere form, kan det sluttes at fallet i cell index skyldes at cellene fikk mindre overflate 

og svakere adhesjon til underlaget (Figur 9). Den samme effekten av HSV-1 er tidligere 

rapportert for flere celletyper (106, 107), og skyldes tap av fibronektin på overflaten av 

cellene (108). CPE inntrådte for oss overraskende raskt med CIT50 på bare 3 timer ved den 

høyeste viruskonsentrasjonen (Figur 6), men lignende resultater er rapportert tidligere hvor 

celle og cellekjerne dobles i størrelse 4 timer etter infeksjon med HSV-1 (98). HSV kan i 

tillegg gi fusjon av celler til multinukleære kjempeceller (107), men det observerte vi ikke i 

disse forsøkene. Hemming av celleproliferasjon er en annen faktor som kan ha bidratt til fall i 



 

41 
  

cell index. Fasekontrastmikroskopi viste at det var færre celler i infiserte brønner (Figur 9), 

og det er kjent at HSV hemmer vertscellens replikasjon (85). 

Den antivirale effekten mot HSV-1 av både 1 og 20 µM amenamevir var tydelig ved 

konsentrasjoner av HSV-1 DNA på 104, 105 og 106 kopier/mL. Dette tilsvarer MOI på opptil 

200 for 106 kopier/mL og opptil 2 for 104 kopier/mL, men sannsynligvis lavere da dette 

inkluderte fritt DNA, og noen av cellene nok hadde delt seg etter utsåing. 20 µM 

amenamevir hemmet fullstendig CPE i celler infisert med 104 kopier/mL HSV-1. Imidlertid 

hadde vi forventet en enda mer uttalt effekt allerede ved 1 µM amenamevir, da EC90-verdien 

fra Chono et al. var 0,23 µM, over fire ganger lavere (7). Dette kan trolig forklares av at 

konsentrasjonen av amenamevir vi brukte var lavere enn tilsiktet på grunn av utfelling. At 

kun én behandling med høy konsentrasjon amenamevir fullstendig hemmet CPE, passer godt 

med funn fra tidligere studier. I en klinisk studie på genital herpes viste én høy dose 

amenamevir seg å være bedre, om enn ikke signifikant, enn standardbehandling med 

valaciklovir to ganger daglig i tre dager eller gjentatt administrasjon av lavere doser 

amenamevir (70). 

Et viktig bifunn som ble gjort var at amenamevir feller ut og danner krystaller ved forsøk på å 

løse det i medium. Det ble dannet mer enn proporsjonalt flere krystaller ved økende 

konsentrasjon amenamevir. Krystallene løste seg tydeligvis ikke opp ved videre fortynning 

når de først var dannet, men ved å løse amenamevir direkte fra 20 mM i DMSO til en lavere 

konsentrasjon i medium, kunne mindre utfelling oppnås (Figur 12). Slike krystaller ble kun 

observert ved noen av HSV-1-forsøkene. I forsøkene med BKPyV og RPTECs observerte vi 

ingen utfelling, men vi kan ikke utelukke at det ble oversett (Figur 17). Årsaken til denne 

forskjellen var ikke ulik type medium, da det også ble dannet krystaller ved forsøk på å løse i 

amenamevir i REGM etter endte forsøk. Mest sannsynlig virker årsaken til utfelling å være at 

amenamevir hadde kortere holdbarhet i -80 °C enn antatt, som førte til at løseligheten i 

medium avtok med tiden. Dette kan ha påvirket resultatene, men trolig var resultatene for 

RPTECs og BKPyV, hvor utfelling ikke ble observert, mindre påvirket enn resultatene for HSV-

1. Dessuten ble amenamevir i det første førsøket på BKPyV og RPTECs løst direkte til 20 µM, 

og ikke via 93 eller 80 µM som i resten av forsøkene. Ved 20 µM var det svært lite utfelling 

(Figur 12), og at disse resultatene var like resultatene fra de neste forsøkene, tyder på at 
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utfellingen i svært liten grad påvirket resultatene for BKPyV og RPTECs, men muligens hadde 

større påvirkning på resultatene for HSV-1. 

Ifølge leverandøren skulle amenamevir, som til alle forsøkene ble brukt innen to måneder, 

ha en holdbarhet på seks måneder ved -80 °C. Leverandøren anbefalte å løse amenamevir til 

10 mM i DMSO. Vi valgte i stedet å løse til 20 mM for å få lavere DMSO-konsentrasjon, og 

pulveret løste seg tilsynelatende godt. Ved ultrasonikering og varming, som vi ikke brukte, 

skal løseligheten være minst 332 mM i DMSO. Løselighet i medium var ikke spesifisert. Vi 

finner ikke at utfelling av amenamevir er beskrevet i litteraturen, men heller ikke 

beskrivelser av at man har sett etter det, bortsett fra i en avhandling hvor det ikke er nevnt 

om man fant utfelling eller ikke (109). Observasjonene våre av utfelling i medium sår tvil om 

validiteten av andre in vitro-studiers konklusjoner om effekten av amenamevir på virus og 

celler, spesielt studier på celleviabilitet ved høye konsentrasjoner av amenamevir. Likevel 

kan amenamevir trolig anses som trygt, da kliniske studier viser lite bivirkninger (68, 70, 81). 

Uttesting av amenamevir mot BKPyV i RPTECs viste at amenamevir ikke hadde effekt i 

konsentrasjonene som ble testet (opptil 10 µM), hverken ved qPCR (Figur 16) eller 

immunfluorescensmikroskopi (Figur 17). Amenamevir påvirker altså sannsynligvis ikke LTags 

helikaseaktivitet, i motsetning til for alfaherpesvirusene HSV-1, HSV-2 og VZV. Dette kan 

forklares av at herpesvirusenes helikaser og polyomavirusenes LTag tilhører ulike 

superfamilier, henholdsvis 1B og 3A. LTag er i motsetning herpesvirusenes helikase 

ringformet og beveger seg i 3’-5’ retning (27). Amenamevir fremstår som svært selektivt for 

alfaherpesvirus, da det heller ikke har effekt mot betaherpesviruset CMV eller andre virus 

det har blitt testet mot (7). 

Under undersøkelsene av antiviral aktivitet mot BKPyV fikk vi noen uventede funn. Ved qPCR 

av medium fra uinfiserte RPTECs, ble det påvist en liten mengde BKPyV DNA, som var over 

15 000 ganger lavere enn hos infiserte celler og 97 ganger lavere enn input. Hva dette 

skyldes er usikkert. En mulighet er at brønnene i 48-brønnersplaten eller PCR-platen kan ha 

blitt kontaminert med en liten mengde virus under arbeidet. En annen mulighet kan være at 

cellene som ble brukt allerede hadde en latent infeksjon med BKPyV, noe de ikke hadde blitt 

testet for på forhånd. Uansett årsak var imidlertid mengden så liten i forhold til infiserte 

brønner at den ikke påvirket resultatene. En annen interessant observasjon vi gjorde, var at 

noen celler ble farget for det tidlige proteinet LTag, men ikke de sene proteinene 
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agnoprotein og VP1. Dette tror vi kan skyldes at det var blitt frigjort nye virus som tre dager 

etter infeksjon allerede hadde infisert nye celler, men ikke rukket å uttrykke de sene 

proteinene enda. Teorien stemmer med lengden på BKPyVs replikasjonssyklus, som er på ca. 

48-72 timer (32) 

Ved undersøkelse av effekt på celleviabilitet av RPTECs med xCELLigence og ATP-assay, førte 

konsentrasjoner av amenamevir på opptil 40 µM ikke til noen reduksjon av viabilitet (Figur 

13 og Figur 14). Disse resultatene samsvarer med funn fra Chono et al., som testet ut 

amenamevir in vitro, hvor de fant CC50 på minst 30 µM ved to andre metoder enn de vi 

brukte, og in vivo på mus (7). Også kliniske studier tyder på at amenamevir er trygt å bruke 

(68, 70, 81). Farmakokinetiske studier viser at amenamevir oppnår en åtte ganger høyere 

konsentrasjon i nyre enn i hud, som i de fleste tilfeller av behandling mot HSV-1, HSV-2 og 

VZV er målorganet (76). Effekten på nyreceller er oss kjent ikke tidligere undersøkt. 

Overraskende nok virket det som om amenamevir til en viss grad stimulerte cellene, da både 

cell index og ATP-konsentrasjon i flere forsøk var noe høyere enn for DMSO-behandlede 

celler. I xCELLigence-forsøket for effekt av amenamevir mot HSV-1, ga 20 µM amenamevir en 

noe forsinket økning i cell index både hos uinfiserte celler (resultater ikke vist) og celler 

infisert med 104 kopier/mL, sammenlignet med lavere konsentrasjoner av amenamevir 

(Figur 10). Imidlertid tror vi at dette kan være forårsaket av utfelling av krystaller, fordi en 

slik forsinkelse ikke oppsto i forsøk på RPTECs, hvor utfellingen var mindre. 

4.2 Sterke og svake sider 

I denne studien er det gjort flere tiltak for at resultatene skal kunne anses som sikre. 

Amenamevir ble først testet ut på et virus det har kjent effekt mot. Uten å ha gjort dette 

kunne vi ikke konkludert med manglende effekt mot BKPyV, da det ville vært en liten risiko 

for at medikamentet vi hadde fått tilsendt ikke var aktivt eller var for lite løselig til å gi effekt. 

For å minimere påvirkning av resultatene fra tilfeldige feil, ble de fleste forsøkene gjentatt 

minst tre ganger, og det var to til fire paralleller per forsøk. Vi var dessuten nøye med å 

behandle alle cellene på samme måte, med unntak av konsentrasjon av amenamevir og 

virus, for å unngå at andre faktorer som for eksempel DMSO og nytt medium kunne spille 

inn. Resultatene ved gjentatte forsøk var omtrent like, som tydet på at de var til å stole på. 

Det var dessuten godt samsvar mellom resultatene ved bruk av ulike metoder, hvor 

xCELLigence og ATP-måling begge indikerte manglende effekt på celleviabilitet av RPTECs, 
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mens PCR og immunfluorescensmikroskopi ikke viste noen antiviral effekt mot BKPyV. For å 

undersøke effekt på celleviabilitet ble cell index kontinuerlig målt i seks døgn, og 

konsentrasjoner opptil 40 µM brukt. Effekten ble dessuten undersøkt både på prolifererende 

og ikke-prolifererende celler. Trolig ville en eventuell cytostatisk eller cytotoksisk effekt, 

uansett når den hadde inntruffet, kommet tydelig fram med denne metoden. 

Det er likevel flere ting vi kunne ha gjort for å ytterligere styrke resultatene. Forsøkene med 

HSV-1 viste at konsentrasjon av celler og virus og tid for målinger har mye å si for hvor stor 

antiviral effekt som observeres. Ved de høyeste viruskonsentrasjonene (fra 107 kopier/mL) 

var effekten av amenamevir svært liten, og ved den laveste konsentrasjonen (104 kopier/mL) 

tok det relativt lang tid før ubehandlede celler skilte seg fra de som fikk behandling (Figur 

10). Ved undersøkelse av antiviral effekt mot BKPyV brukte vi kun én konsentrasjon av celler, 

én konsentrasjon av virus og undersøkte resultatene kun på ett tidspunkt tre dager etter 

infeksjon. For å få enda sikrere resultater kunne flere konsentrasjoner av celler og virus vært 

brukt, og målinger gjort ved flere tidspunkter. Dessuten kunne vi ha prøvd høyere 

konsentrasjoner av amenamevir enn 10 µM mot BKPyV, spesielt fordi det felte ut ved høye 

konsentrasjoner slik at den reelle konsentrasjonen var lavere enn tilsiktet. Likevel burde nok 

de sensitive metodene som ble brukt ha vist i hvert fall en liten reduksjon av replikasjon eller 

proteinuttrykk om amenamevir hadde effekt mot BKPyV, da effekten mot HSV-1 var svært 

tydelig allerede ved 1 µM. Tvert imot var det slik at den høyeste konsentrasjonen 

amenamevir ga en litt høyere mengde BKPyV DNA enn lavere konsentrasjoner (Figur 16). I 

tidligere studier på BKPyV er det dessuten god erfaring med bruk av MOI 1 og målinger tre 

dager etter infeksjon (32, 103). Vi kan altså alt i alt være ganske sikre på at konklusjonen er 

riktig. 

4.3 Implikasjoner 

Selv om amenamevir sannsynligvis ikke har effekt mot BKPyV, er funnene i denne studien 

likevel relevante fordi de underbygger tidligere resultater om amenamevir sin gode effekt 

mot herpesvirus og manglende påvirkning av celleviabilitet. Amenamevir er ikke tidligere 

testet ut på nyreepitelceller, hvor medikamentet oppnår en høy konsentrasjon ved 

behandling av mus og trolig også mennesker (76). Funnene våre tyder på at amenamevir er 

trygt for nyrene, noe som er viktig med tanke på behandling mot herpesvirus. En alvorlig 

bivirkning som kan forekomme ved intravenøs administrasjon av det vanligst brukte 
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medikamentet mot herpesvirus, aciklovir, er akutt nyresvikt som følge av krystallisering av 

medikamentet i nyrene (110). Amenamevir kan dermed være et tryggere alternativ. 

Imidlertid er erfaringen med amenamevir for kort til å vite om også det kan krystallisere i 

nyrene, noe utfellingen i våre forsøk muligens kan tyde på. 

Resultatene tydeliggjør dessuten det store potensialet av målrettet antiviral behandling. 

LTag, som er nødvendig for replikasjon av viruset (6), er fremdeles et svært lovende mål for 

spesifikk behandling mot BKPyV. Et medikament selektivt rettet mot LTags helikase- eller 

ATPaseaktivitet vil trolig, som helikase- og primasehemmere mot herpesvirus, være effektivt 

og gi lite bivirkninger. Leting etter spesifikke midler mot LTag er imidlertid utfordrende og 

ressurskrevende. Fluorokinoloner er tidligere funnet å hemme BKPyVs LTag in vitro, men er 

cytostatisk (111), og randomiserte, kontrollerte studier tyder ikke på at fluorokinoloner kan 

forebygge eller behandle PyVAN (112, 113). LTag tilhører samme superfamilie som 

papillomavirusenes helikaser (27). Mot disse er det påvist flere potente hemmere, blant 

annet derivater av bifenylacetylsulfat (114). Disse kan være aktuelle kandidater for uttesting 

mot BKPyVs LTag. 
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5 Konklusjon 

Resultatene viser at den nye helikase- og primasehemmeren amenamevir ikke hemmer 

BKPyVs replikasjon in vitro ved konsentrasjoner opptil 10 µM. Amenamevir reduserer heller 

ikke viabiliteten av nyreepitelceller ved konsentrasjoner opptil 40 µM, noe som tyder på at 

medikamentet er trygt og gir lite bivirkninger. BKPyVs LTag er fremdeles et lovende mål for 

antivirale medikamenter, og bør forskes videre på. 
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Vedlegg 1: Pilotforsøk 

I august 2018 utførte vi et mindre forsøk med ti nukleotidlignende stoffer utviklet ved UiT, 

for å undersøke om disse kunne være aktuelle for videre uttesting og for introduksjon til 

metodene som skulle benyttes. 

Bakgrunn. Balmukund Thakkars doktorgradsavhandling (115) fra UiT fra 2017 omhandler 

syntese og screening av en rekke stoffer laget ved modifikasjon av kjente bioaktive 

molekyler. Blant stoffene de arbeidet med var vinsyre (tartaric acid). Molekylet har en viss 

likhet med ribose, som inngår i nukleotider. Ved substitusjon av OH-gruppen i de to 

karboksylgruppene ble det fremstilt ulike nukleotidlignende molekyler. Ti av stoffene; fem 

bisamider, tre monoamider og ett syklisk tartrimid, ble undersøkt for biologiske effekter 

(115). Derivatene av vinsyre kan på grunn av sin likhet med ATP eller andre nukleotider 

tenkes å virke inhiberende på DNA- og RNA-syntese, samt cellulære protein kinaser. I 

avhandlingen ble de undersøkt for antibakteriell effekt og effekt på viabilitet av kreftceller, 

men antiviral effekt ble ikke undersøkt. Stoffene hadde ikke signifikant påvirkning på 

kreftcellers viabilitet i kolorimetrisk MTS-assay, og viste heller ingen antibakteriell effekt. 

Materiale og metode. 3000 RPTECs per brønn ble sådd ut med fire paralleller i en 16-

brønners E-plate, og 12 500 RPTECs per brønn med to paralleller i en 48-brønnersplate. E-

platen ble behandlet med de ti nukleotidanalogene 24 timer etter utsåing i konsentrasjon 

100 µM, og celleviabilitet målt kontinuerlig med xCELLigence. 48-brønnersplaten ble 24 

timer etter utsåing inkubert med BKPyV i to timer og deretter tilsatt behandling. Disse 

cellene ble undersøkt med fasekontrastmikroskopi for effekt på celleviabilitet, og tre dager 

etter infeksjon og behandling ble det gjort kvantitativ real time-PCR og 

immunfluorescensmikroskopi for å vurdere henholdsvis ekstracellulær konsentrasjon av 

BKPyV DNA og uttrykk av virale proteiner. 

Resultater. For kontinuerlig å undersøke påvirkning på celleviabilitet av RPTECs, ble 

metoden xCELLigence benyttet. Vi utelot resultatene fra tre brønner som viste ekstreme 

avvik i cell index. Resultatene for de gjenværende brønnene er vist i Figur 18. Flertallet av 

stoffene viste ingen påvirkning på cell index sammenlignet med ubehandlede celler. H3 

medførte derimot et umiddelbart fall i cell index. Standardavviket mellom de tre brønnene 
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med H3 var svært høyt; en av brønnene hadde en liten økning i cell index etter fallet, en kom 

nesten opp på nivå med ubehandlede celler, og en holdt seg stabilt lav. 

 

 

Figur 18: xCELLigence-måling av RPTECs. Cell index ble målt fra utsåing av 3000 celler per brønn og i totalt 95 timer. 
Medium med 100 µM av ti ulike nukleotidanaloger ble tilsatt 24 timer etter utsåing. Grafene viser celler behandlet med F1 
(blå), F2 (rød), F3 (lilla) G1 (akvamarin), G2 (oransje), G3 (brun), H1 (rosa), H2 (gull) H3 (mørk blå), H4 (mørk grønn) eller 
DMSO i samme konsentrasjon (lys grønn). Standardavviket mellom tre eller fire paralleller vises som vertikale striper på 
grafene.  

For å undersøke effekten på uttrykk av virale proteiner, ble celler som var metanolfiksert tre 

dager etter infeksjon og behandling farget med primærantistoff mot LTag, VP1 og 

agnoprotein, og dessuten ble DNA farget med DRAQ5. Mikroskoperingen viste ingen synlig 

effekt av behandlingen, bortsett fra hos cellene som hadde fått H3, der mange av cellene var 

døde og ikke uttrykte virale proteiner (resultater ikke vist). 

For å undersøke effekten på replikasjon av BKPyV, målte vi ekstracellulært BKPyV DNA i 

cellekulturmedium med kvantitativ PCR, tre dager etter infeksjon og behandling. Vi hadde 

dessverre ikke med ubehandlede celler som kontroll, men bortsett fra for H3 var det ingen 

forskjeller mellom stoffene (Figur 19). Vi kunne dermed konkludere med at de sannsynligvis 

ikke hadde effekt på replikasjon av BKPyV. Økningen fra input var på i underkant av 2 log. 

Medium fra celler behandlet med H3 hadde like lite virus som inputprøven, noe som 

indikerer at cellene behandlet med H3 hadde produsert få eller ingen nye viruspartikler. 
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Sammenholdt med resultatene fra xCELLigence og immunfluorescensmikroskopi virket det 

som om denne effekten skyldtes en umiddelbar cytotoksisk effekt der det ikke kunne dannes 

nye virus fordi mange av cellene var døde. 

 

Figur 19: Måling av ekstracellulær konsentrasjon av BKPyV-DNA tre dager etter infeksjon og behandling med 
nukleotidlignende stoffer utviklet ved UiT. Dette tilsvarer ca. 72 timer etter behandling i.Figur 18. Virusmengden er vist som 
gjennomsnitt av to paralleller i kopier/mL, og standardavvik mellom to paralleller er vist som vertikale streker. Inputprøven 
viser hvor mye av virusmengden som skyldes ekstracellulære rester som fremdeles var igjen etter infeksjon og skiftning av 
medium. 

Flere av stoffene var lite løselige og hadde utfelling av makroskopisk synlige partikler, noe 

som kan ha påvirket resultatene. Utfellingen var spesielt uttalt for H3 og H4. 

Konklusjon. Ut fra resultatene hadde de fleste nukleotidanalogene ingen effekt på 

replikasjon av BKPyV eller viabilitet av nyreepitelceller. Ett av stoffene, H3, reduserte 

virusreplikasjon betydelig, men trolig via direkte cytotoksisk effekt på cellene. Vi valgte 

derfor å ikke gå videre med flere forsøk med disse stoffene. 
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Vedlegg 2: Sammendrag av kunnskapsevalueringer av nøkkel-/hovedartikler på referanselisten 

Referanse: Chono et al. 2010. ASP2151, a novel helicase–primase inhibitor, possesses antiviral activity against varicella–zoster 
virus and herpes simplex virus types 1 and 2. 

Studiedesign: Kasus-kontroll                                  

Grade - kvalitet   II 

Formål Materiale og metode Resultater Diskusjon/kommentarer/sjekkliste 

Å undersøke og 
beksrive anti-
herpeseffekten 
av amenamevir. 

Enzymaktivitet: ATPase-, primase- og 
helikaseassay. 
 
In vitro antiviral effekt: HEF-celler 
(VZV og HSV) og MRC-5-celler 
(CMV) sådd ut i MEM. 
- Plaque reduction assay: Monolayer 
inkubert med 40 PFU/brønn i 1 time. 
Vasket x 2, deretter tilsatt 
behandling. 
- PAGE: Sammenlignet mengde virus-
DNA ved ulike konsentrasjoner av 
amenamevir. 
- Real-time PCR: Kun for VZV 
 
In vivo antiviral effekt: Infiserte hud 
hos mus med VZV og behandlet 
peroralt med placebo, amenamevir 
eller valaciklovir i ulike doser to 
ganger daglig i 5 dager fra 3 timer 
etter infeksjon. Sykdomsforløp scoret 
daglig fra 0 til 7 i 17 dager. 
 
Viabilitet av HEF-celler: 

Hemmet helikase ved > 0,1 µM og primase < 0,03 µM. (Ingen 
helikaseaktivitet ved 10 µM og primase ved 0,3). ATPase IC50 0.078 µM 
(std tre førsøk 0.016 µM). 
 
PRA (gj. snitt og std for 3 forsøk): 

 

PRA ASP2151 vs aciclovir mot VZV (gjentatt 4 ganger per strain): EC50 0,038-0,1 
µM ASP2151 og 1,3-5,9 aciclovir. Aciclovir 27 ved resistent mutant, ASP2151 
0,082. 
PRA HCMV, respiratory syncytial virus, influenza virus or HIV-1: Ingen antiviral 
effekt av amenamevir opptil 25 µM. 
PAGE: > 0,03 µM for HSV og VZV, hemmet ikke CMV. Ingen dna ved 0,3 (HSV-1) 
og 1 (2 og VZV) PCR: Hemmet replikasjon helt av VZV ved 1 µM (10 µM for 
aciclovir).  0.057 for ASP2151 and 0.44 µM for aciklovir 
  

Hva diskuterer forfatterne: Sammenheng 
mellom effekt på enzymaktivitet og 
antiviral effekt målt ved PRA og PCR 
indikerer at virkningsmekanismen er 
hemming av helikase-
primasekomplekset. Også lokalisasjon av 
mutasjoner hos resistent virus støttet 
dette. Hemmer potent også VZV og ikke 
bare HSV, som andre helikase-
primasehemmere. Mer potent mot VZV 
enn aciklovir. Stort potensiale for 
behandling av VZV og HSV. 
 
Styrker: Flere metoder for både antiviral 
aktivitet og celleviabilitet, samsvar 
mellom resultatene. Gjentok forsøk flere 
ganger, små standardavvik. 
Sammenlignet antiviral effekt med 
(val)aciklovir. Testet konsentrasjoner 
opptil 25 µM med PRA for alle virusene. 
 
Svakheter: Viabilitetsassay er dårlig 
beskrevet - uklart hvilke konsentrasjoner 
som ble brukt, og på hvilket tidspunkt 

Konklusjon 

Amenamevir er 
en ny herpes 
helikase-
primasehemmer 
som det bør 
forskes videre 
på da den utgjør 
potensiell 
behandling mot 
infeksjoner med 
både VZV og 
HSV. 

Land 

Japan 

År publisert 
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2010 MTT assay: Metabolsk aktivitet 
Neutral red assay: antall levende og 
uskadde celler 
 
Langvarig behandling av VZV med høy 
konsentrasjon amenamevir for å 
fremprovosere resistent mutant. 
Sekvensering av helikase og 
primasegen. 
  
Statisiske metoder: IC50 for ATPase 
assay, EC50 for PCR, og EC50 og 90 for 
PRA, ble beregnet med ikke-lineær 
regresjonsanalyse med sigmoid-Emax 
modell. ED50 in vivo beregnet med 
lineær regresjon. 

Viabilitet: MTT assay: Ingen cytotoksisk effekt ved høy konsentrasjon. CC50 > 30 
µM. Neutral red assay: CC50 > 200. Gjentatt 3 ganger. 
Resistens: Tre aminosyreendringer. To mutasjoner i helikasegen og en i 
primasegen. Sterkt redusert replikasjonshastighet av resistent virus. 
 
In vivo: Reduserte dødelighet hos mus dag 17 ved 14 ganger lavere dose enn 
valaciklovir. 

etter behandling målinger ble utført. 
Står ingenting om løselighet. Ved dårlig 
løselighet i medium er resultatene 
usikre, sier ikke om de har mikroskopert. 
 
Litteratur som støtter resultatene: God 
effekt i dyrestudier og kliniske studier. F 
eks. Makoto et al. 2017. 

 

Referanse: Kawashima et al. 2017. Amenamevir, a novel helicase-primase inhibitor, for treatment of herpes 
zoster: A randomized, double-blind, valaciclovir-controlled phase 3 study. 

Studiedesign: RCT                                
Grade - kvalitet   II 

Formål Materiale og metode Resultater Diskusjon/kommentarer/sjekkliste 

Undersøke effekt 
og sikkerhet ved 
behandling av 
japanske pasienter 
med herpez zoster 
med amenamevir.  

751 pasienter rekruttert. 
Inklusjonskrit.: 20-80 år, klinisk diagnostisert med herpes 
zoster innen 72 timer etter utslett oppsto. 
Eksklusjonskrit.: Pas som ikke forventes full effekt av orale 
antivirale midler, autoimmun sykdom, graviditet, nedsatt 
immunforsvar, maligne tumorer siste 5 år, bruk av andre 
antivirale midler eller immunglobulin siste 14 dager, skorper 

Dag 4 cessation 
proportions i 
amenamevir 400, 200 
mg og valaciclovir-
gruppene var 81.1%, 
69.6% og 75.1%. 
Amenamevir 400 mg, 

Dobbeltblindet, randomisert studie. 
Randomiseringsprosedyre: Randomisert 1:1:1 i tre 
grupper med dataprogram. Stratifisert for alder over eller 
under 65 år. Gruppene var like ved starten. 608 
gjennomførte. 
 

Konklusjon 
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Amenamevir 400 
mg er effektivt og 
godt tolerert for 
behandling av 
herpes zoster hos 
immunkompetente 
japanske 
pasienter. 

på sårene, andre hudlesjoner på samme sted, tidligere herpes 
zoster, varicellavaksine siste 20 år, deltakelse i studie på 
herpes zostervaksine. 
 
Intervensjon og oppfølging: Randomisert til 200 mg eller 400 
mg amenamevir en gang daglig i 7 dager eller valaciklovir 
1000 mg tre ganger daglig i 7 dager. Fulgt i 92 dager. Fulgt 
opp av samme person hvis mulig. Klinisk diagnose for å 
inkluderes, diagnosen bekreftet med serologi, PCR og 
dyrkning. Ekskludert hvis HSV i stedet for VZV. 
 
Primært endepunkt: Andel som hadde sluttet å få nye 
lesjoner dag 4. Sekundære endepunkt: Dager til nye lesjoner 
sluttet å oppstå, komplett skorpedannelse og opphør av 
utslett, opphør av smerte og virusutskillelse. 
 
Statistiske metoder: Forskjell mellom 4 day cessation 
proportion mellom amenamevir og valaciklovir ble beregnet 
med Farrington-Manning-test. 10 % ble satt som grense for 
non-inferiority. Ensidig p-verdi < 0,025 ble regnet som non-
inferiority av amenamevir 400 mg til valaciklovir. 

men ikke 200 mg, var 
non-inferior til 
valaciklovir. Det var 
signifikant forskjell 
mellom 200 og 400 mg 
amenamevir. For pas < 
65 og kvinner var 
amenamevir dessuten 
signifikant bedre enn 
valaciklovir. 
Ingen signifikante 
forskjeller i sekundære 
endepunkter for noen av 
gruppene. 
 
Behandlingen var godt 
tolerert. 
Medikamentrelaterte 
bivirkninger var likt 
fordelt mellom gruppene 
med 10-12 %, og ingen 
av dem var alvorlige. 

Hva diskuterer forfatterne: Styrker i studien er stor 
populasjon, primærendepunkt (skyldes i motsetning til 
skorpedannelse noe om når VZV replikasjon stopper) og 
at fase II studie ga lignende resultat. Valaciklovir er i 
andre RCT bedre enn aciklovir, så man kan anta at 
amenamevir er bedre enn aciklovir. En svakhet er at det 
ikke er med noen placebogruppe, slik at hvor stor effekt 
medikamentene faktisk har på de valgte endepunktene 
er usikkert. 
 
Kommentarer: 
- Ut fra hvordan det beskrives ble gruppene ikke 
behandlet helt likt utover intervensjonen. 
Amenamevirgruppene fikk én tablett daglig mens 
valaciklovirgruppen fikk tre tabletter daglig. Dette kan ha 
påvirket placeboeffekt, og pasienter kan ha forstått 
hvilken behandling de fikk. Flere tabletter daglig kan ha 
gitt dårligere compliance i valaciklovirgruppen, som kan 
ha påvirket resultatene i favør av amenamevir. 
Sammenligning av compliance mellom grupper er ikke 
beskrevet i artikkelen. 
- Litt flere i amenamevir 400 mg gruppen som ikke 
fullførte studien (193 sammenlignet med 209 og 206). 
Årsak til det diskuteres ikke i artikkelen. 

Land 
Japan 

År data innsamling 
2013-15 
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Referanse: Tyring et al. 2012. ASP2151 for the treatment of genital herpes: A randomized, double-blind, placebo- and 
valacyclovir-controlled, dose-finding study. 

Studiedesign: RCT                                
Grade - kvalitet   II 

Formål Materiale og metode Resultater Diskusjon/kommentarer/sjekkliste 

Undersøke effekt 
og sikkerhet av 
episodisk 
behandling med 
amenamevir ved 
residiverende 
genital herpes. 

Inklusjonskrit.: > 18 år, tidligere genital HSV infeksjon bekreftet med 
serologi, dyrkning eller PCR, > 4 episoder siste år. Hvis langvarig 
suppresjonsterapi avsluttet siste 12 mnd, minst ett residiv før 
studiestart. 
Eksklusjonskrit.: Immunsuppresjon, graviditet, amming, annen 
infeksjon, antiviral behandling siste 7 dager, sykdom eller medisinsk 
tilstand som talte imot deltakelse. 
 
Intervensjon: Randomisert til seks grupper med like mange i hver: 
ASP2151 (100, 200, eller 400 mg daglig i 3 dager), ASP2151 (en dose 
1200 mg), placebo 3 dager, eller valacyclovir (500 mg to ganger daglig i 
tre dager). Amenamevirgruppene fikk ekstra placebo for at dosering 
skulle bli lik valaciklovir. Pasientene startet selv behandling ved 
begynnende symptomer. 
 
Primærendepunkt: Timer til tilheling av lesjoner. Sekundærendepunkt: 
(1) timer til komplett opphør av smerte, (2) varighet av symptomer (3) 
timer til første negative dyrkningsresultat, (4) varighet av episode (det 
som varte lengst av lesjoner og symptomer) (5) andel i hver gruppe 
hvor episoder ble avbrutt. 

695 adults inkludert, 437 fikk 
residiv og mottok behandling, 415 
fullførte studien. 
Hovedfunn: Median tid til heling 
av lesjoner var 139.8 timer med 
placebo, 119.6 timer med 
ASP2151 (100 mg; hazard ratio 
[HR], 1.40; P = .065), 106.2 med 
ASP2151 (200 mg; HR, 1.40; P = 
.081), 115.9 med ASP2151 (400 
mg; HR, 1.25; P = .25), 102.1 med 
ASP2151 (1200 mg; HR, 1.72; P = 
.007), og 113.9 med valacyclovir 
(500 mg to ganger daglig; HR, 
1.42; P = .077). Dvs. bedring for 
alle unntatt ASP2151 (400 mg).  
Ingen forskjell i forekomst av 
bivirkninger mellom gruppene. 
 

Gruppene var like ved start. 
Hva diskuterer forfatterne: En 
begrensning var at virusdyrkning ble brukt 
for å måle varighet av virusutskillelse, PCR 
er mer sensitivt og ville kanskje vist større 
forskjeller. Denne studien demonstrerte 
for de fleste funn bare signifikans ved 
p<0,1. 
 
Kommentarer: 
- En viktig styrke med denne studien er at 
alle pasientene fikk likt antall tabletter, 
slik at de ikke kunne gjette seg til hvilken 
behandling de fikk eller at antall tabletter 
kunne påvirke compliance eller 
placeboeffekt mellom grupper. 
- Med så få pasienter totalt og mange 
ulike behandlingsgrupper, ble det få 
pasienter per gruppe og flere resultater, f. 
eks. tid til lesjonstilheling ved 400 mg 

Konklusjon 
Tre- eller endags 
kur med 
amenamevir er 
et effektivt og 
trygt alternativ 
for behandling av 
residiverende 
genital herpes. 
Land 
USA 
År data 
innsamling 
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2007-2008  
Statistiske metoder: For primærendepunktet ble det beregnet hazard 
ratio for forskjell mellom hver dose amenamevir og 
placebo/valaciklovir. P<0,01 ble regnet som signifikant. 

Bifunn: Signifikant reduksjon av 
symptomvarighet av 100 og 400 
mg amenamevir og valaciklovir. 

amenamevir ble ikke signifikant. Få pas 
per grunne, 400 mg ble ikke signifikant 
noe det trolig ville vært med flere 
pasienter. 

 

 


