Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Specialni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Molekularni biologie a biochemie organismu

Vaclav Kropacek

DNA/RNA interkala¢ni ¢inidla jako antivirotika: mozné mechanismy u¢inku
DNA/RNA intercalating agents as antivirotics: possible mechanisms of action

Bakalaiska prace

Skolitel: RNDr. Hana Spanielova, Ph.D.

Praha, 2021



Prohlaseni:
Prohlasuji, Ze jsem zavére¢nou praci zpracoval samostatné a ze jsem uvedl vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena k ziskani

jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 12. 8. 2021

Podpis

Podékovani:
Rad bych timto podékoval RNDr. Hané Spanielové, Ph.D. za jeji cenné rady pfi psani této

prace. A také svoji rodin€ za veskerou podporu v rdmci studia i mimo n¢;j.



Abstrakt

DNA/RNA interkala¢ni ¢inidla jsou latky, které maji schopnost vmezefit se mezi pary bazi
nukleovych kyselin. Tento jev je doprovazen naruSenim struktury, nebo funkce dané nukleové
kyseliny. Neékteré ztéchto latek patii mezi terapeutika pro 1écbu nadord, bakteridlnich i
parazitarnich infekci nebo jsou pouzivany jako antivirotika. Tato prace shrnuje rtzné
mechanismy, stojici na pozadi antivirového plsobeni tfi vyznamnych tfid interkalac¢nich
¢inidel, derivati akridind, chinolinii a chinolonti. Tyto slouc¢eniny maji mimo schopnosti
interkalace do nukleovych kyselin i dalsi vlastnosti, jako je alkalizace bunécnych organel,
inhibice nékterych virovych enzymu (helikazy, integrazy) a imunomodulace, které jim

umoziuji narusit zivotni cyklus virt.

Klicova slova: Interkalace, antivirotika, virus lidské imunodeficience (HIV), virus chfipky,

virus hepatitidy C (HCV)

Abstract

DNA/RNA intercalating agents are compounds with capability to insert themself between
nucleic acids base pairs. This phenomenon is accompanied by structural or functional disruption
of said nucleic acid. Some of these compounds are used as therapeutics for cancer, bacterial or
parasital infection or are used as antivirotics. This work summarizes different mechanisms
which are responsible for antiviral effects of three significant classes of intercalating agents,
acridine derivates, quinolines and quinolones. Except for intercalation into nucleic acids, these
compounds are also capable of alkalization of cellular organels, inhibition of some viral
enzymes (helicase, integrase) and immunomodulation. These abilities enables them to disrupt

viral life cycle.

Key words: Intercalation, antivirotics, human immunodeficency virus (HIV), influenza virus,

hepatitis C virus (HCV)



Seznam zKkratek:

ACE2 angiotenzin konvertujici enzym 2
AP site apurinové/apyrimidinové misto, abazické misto DNA
ATP adenosin trifosfat

ARDS syndrom akutni dechové tisn¢

B baze

BH protonovana baze

DNA deoxyribonukleova kyselina

CDh4 diferenciacni klastr 4

CD81 diferenciacéni klastr 81

CDK9 cyklin dependentni kinaza 9

cGAS cyklické-GMP-AMP syntaza
cGAMP cyklicky adenosin, guanosin trifostat
CME klatrinem zprostfedkovana endocyt6za
CQ chlorochin

CTD C termindlni doména

dsDNA dvouvlaknovd DNA

dsNA dvouvlaknova nukleova kyselina
gp120 glykoprotein 120

GTP guanosin trifosfat

HA hemaglutinin

HA2 druha podjednotka hemaglutininu
HCV virus hepatitidy C

HCVcc HCV odvozeny z buné¢né kultury
HCVpp pseudopartikule HCV

HCQ hydroxychlorochin

HIV virus lidské imunodeficience

IAV chiipkovy virus typu A

IBV chiipkovy virus typu B

IC interkala¢ni ¢inidlo

I«B inhibitor jaderného faktoru kappa B
IRF3 interferon regulujici faktor 3

IL-1 interleukin 1

1L-6 interleukin 6



IN integraza
K12 8-difluoromethoxy-1-ethyl-6-fluoro-1,4-didehydro-7-[4-
(2-methoxyfenyl)-1-piperazinyl]-4-oxochinolin-3-

karboxylova kyselina

MVB mnoho vackové téleso

NA nukleova kyselina

NELF negativni elongac¢ni faktor

NS3 nestrukturni protein 3

NS5B nestrukturni protein 5B

NF-«B jaderny faktor kappa aktivovanych B bunék
PI inhibitor proteaz

P-TEFb pozitivni faktor prodlouzeni transkripce
RNA ribonukleova kyselina

RNAPII RNA polymeraza II

ROIs reaktivni kyslikové radikaly

SARS-CoV koronavirus téZkého akutniho respira¢niho syndromu
-ssRNA jednovldknova RNA v negativnim smyslu
STING stimulator genil interferond

Tat trans aktivator transkripce

TAR Tat odpovidajici element

TNF-a faktor nadorové nekrozy alfa

TNFR receptor faktoru nadorové nekrozy alfa

VvRNPs virové ribonukleoproteiny
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1. Uvod
Onemocnéni zpisobend viry doprovazeji lidstvo, potazmo veskery zivot, odnepaméti. Po
dlouhou dobu byly epidemie virového piivodu vykladany jakozto disledky nadpfirozeny jevi,
piipadné ptisobenim nezjistitelnych jedii. Samo oznaceni virus naléza sviij pavod v latinském
slové pro jed.
Viry jakozto samostatné entity byly poprvé popsany pocatkem 20. stoleti. Od té doby se
snazime porozumét zivotnimu cyklu a na zivych buiikach zavislé reprodukcei téchto obligatné
bunécnych parazitl, s cilem odhalit jejich slaba mista a terapeuticky na n¢ cilit.
Vysledkem téchto snah je Siroké spektrum slou€enin s antivirotickym u¢inkem, inhibujicich
samo navazani viru na cilovou buriku, proniknuti, kroky jeho replikace, piipadné¢ jeho slozeni
(assembly) a inik z buiiky ven.
Recentné byla zaméfena pozornost na latky schopné interagovat s nukleovymi kyselinami
takovym zpiisobem, Ze méni jejich konformaci, inhibuji jejich G€innou replikaci interakci
s vazajicimi se enzymy, piipadné jsou schopny zptisobit rozsahlé posunové mutace, efektivné
zbavujici proteinové produkty jejich funkce. Tyto latky, interkalacni ¢inidla, vynikaji svoji
schopnosti vmezetit se mezi jednotlivé baze nukleovych kyselin, jak DNA tak RNA. Disponuji
potentnimi mutagennimi a cytostatickymi vlastnostmi. Sféra jejich vyuZiti saha od antibiotik a
antiparazitik, pfes chemoterapeutika nadorovych onemocnéni, az po antivirotické latky.
Antivirotické pilsobeni interkalac¢nich ¢inidel vSak neni zptisobeno pouze jejich schopnosti
v€lenéni se mezi baze nukleovych kyselin, mnohé jsou schopny alterovat pH bunéénych
organel, ovliviiovat sekreci prozanétlivych mediatori, nebo narusit prabéh nékterych signalnich
kaskad. Dalsi jsou schopny narusit spravnou funkci rozliénych virovych proteini. Souhrn
téchto rtiznorodych jevl stoji na pozadi jejich zhoubného vlivu na Zivotni cyklus vird. Od
samotného vstupu do buiiky, pfes replikaci virového genomu az po posttranslacni modifikace
jejich proteint.
V této praci se budu snazit shrnout nejpodstatnéjsi mechanismy, kterymi interkalacni ¢inidla
(akridiny, akridony a latky ptfibuzné chininu: chlorochiny, a chinolony) a jejich derivaty
zasahuji a inhibuji rizné kroky zivotniho cyklu vybranych virdi. A to viru lidské imunitni

nedostatecnosti HIV, chiipkového viru a HCV viru lidské hepatitidy C.



2. Obecné vlastnosti DNA/RNA interkalaé¢nich ¢inidel
Pojem interkalace poprvé ve svych pracich zminuje L.S. Lerman, ktery na zakladé svych
pozorovani zmény vlastnosti DNA (in vitro), po inkubaci s akridinovymi barvivy formuloval
moznost v€lenéni planarni, aromatické molekuly (interkalatoru) kolmo k ose helixu mezi
nukleotidové baze, za soucasného protazeni helixu, bez preruSeni vodikovych mustkii mezi
sousedicimi pary bazi. Pozorované zmény zahrnovaly naruseni struktury helixu (rozvolnéni
,Luncoiling®), zvyseni rigidity dané oblasti, prodlouzeni fetézce, zvySeni viskozity a snizeni
density. Diky rozvolnéni v mistech vazby interkalatoru vykazovaly nukleové kyseliny

vystavené zkoumanym barviviim, snizeni sedimentac¢niho koeficientu. (Lerman, 1961; Luzzati

et al., 1961).

Obrazek 1: 4 riizné modely interakce akridinu
s DNA, pro pfipad interkalace je za platny
povazovan model vpravo dole (Lerman, 1964).

Jesté pred Lermanem, si vSak zajimavych vlastnosti téchto latek povsiml G. Oster (, ktery
zaznamenal pokles fluorescencniho signélu (,,fluorescent quenching®) a zménu vinové délky
svétla absorbovaného akriflavinem a aminoakridinem poté, co byla do pozorovaného roztoku
piidana nukleova kyselina. Pokud byl roztok oSetfen deoxyribonukledzou, absorbéni spektrum
barviv nebylo ovlivnéno. Na zdklad€ téchto pozorovani Oster predpokladal mozny vznik
komplexu mezi molekulami akriflavinu a fetézci nukleové kyseliny zasunutim planarni
molekuly barviva mezi, téz planarni, baze nukleotidl. V ¢lanku Oster dale zmifluje mozny
potencial akriflavinu jakozto silného bakteriostatika a nepublikovand pozorovani vlivu
akriflavinu na rist kofene fazolu (inhibice) a vyskyt chromozomovych zlomt v rostlinnych
bunkach.

Pozorovana interkalacni &inidla (IC) (akridin, akriflavin, daunomycin, ethidium) vykazuji

shodné rysy. Charakteristickym znakem je pfitomnost vicera planarnich, dusikatych



(hetero)cyklti s konjugovanym systémem dvojnych vazeb, zdkladni stavebni jednotkou je
benzenové jadro sestavajici se z Sesti uhlikli. Pokud pocet m elektronti odpovidd Hiickelovu
pravidlu, Ize dané ¢inidlo povazovat za aromatickou latku. Jejich uhlikova kostra je nepolarni,
hydrofobni. Celkovy néboj interkalatoru je ovlivnitelny atomy, nachézejicimi se na postrannich
fetézcich.

Interkalatory 1ze dale rozd¢lit do skupin dle poctu podjednotek, které jsou schopny vmezeftit se
do nukleové kyseliny. A to na monointerkaldtory, bisinterkalatory, trisinterkalatory etc. (V
ptipad¢ polyinterkalatorti jsou podjednotky spojeny linkerem).

Samotny akt interkalace, tedy vmezefeni IC mezi base NA je energeticky vyhodny proces, na
némz se pravdépodobné s nejvetsi mérou podili tzv. ,,hydrofobni transfer. Spocivajici ve snaze
nepolarni molekuly o pfestup z vodniho prosttedi do relativné hydrofobni ,kapsy* mezi
nukleotidovymi bazemi (Ihmels et al., 2005). Roli hraji také slabé vazebné interakce, van der
Waalsovy sily (Reha et al., 2002).

Molekula IC miZze vzhledem ke ,kapse mezi basemi, do které je za¢lenéna zaujimat dvé
polohy odvozené od vzijemné pozice hlavni osy (,long molecular axis®) vici roviné

vodikovych mustki sousedicich bazi, jak je zndzornéno na obrazku ¢islo 2.

-

a) _ g = b) -

Obrazek 2: Nakres polohy molekuly interkalatoru (¢erné) vuéi sousedicim pardm bazi
(Sedé@). V pripade¢ a) je molekula orientovana paralelné, v pfipadé b) kolmo vici roviné H-
mustka bazi své , kapsy*. Pievzato z [hmels et al., 2005.

Vyjma inkorporace IC mezi 2 sousedni baze, bylo popsano vmezefeni IC selektivné do
abazickych oblasti DNA (tzv. AP site — apurinic/apyrimidinic site, oblast DNA) (Hess et al.,
2002).

Jak ve své praci popisuji Rao a Kollman (1987), v§eobecné pozorovatelnym principem v ramci
interkalace je tzv. ,,neighbor exclusion principle®. ,,Kazdé druhé misto potencidln¢ vhodné k
interkalaci (,,kapsa®) ziistdvd neobsazené.” Jiz Lerman (1963) pozoroval, Ze nedochazi
k za¢lefiovani molekul IC ,,za sebou* ale, Ze se mezi jednotlivymi molekulami nachazi vzdy

nekolik parii bazi. Popisovany jev je zobrazen na obrazku ¢islo 3.



Obrazek 3: Bilé ¢tverce znazoriuji baze, Sedy
¢tverec molekulu interkalatoru, zvinéni predstavuje . .
distorzi. Pfevzato z Thmels et al., 2005. ! !

Stabilita komplexu IC-NA neni pfili§ silna, v pipadé monointerkalators dochazi asociaci a
zpétné disociaci extrémneé rychle. Lerman, (1961) pozoroval reverzibilitu této udalosti.

Tato vlastnost mlze negativné ovlivilovat terapeutické vyuziti ,,jednoduchych® mono-
interkalatorti. Piikladem by mohla byt hypoteticka situace, kdy vmezefend molekula mtze
oddisociovat jeste pred tim, nez viibec dojde k interakci DNA s vazebnym proteinem v reakci,
kterou jsme chtéli inhibovat.

Tento problém, by mohl byt feSitelny vysokou koncentraci interkalatoru v prostiedi, coz by
vSak (mimo jiné diky nizké specifit¢ mono-interkalator) mohlo (in vivo) vést k fadé
nechténych interakci IC-NA, s negativnimi disledky pro normalni bun&éné pochody. Anebo
vyuzitim polyinterkalatord, které by diky vyS$Simu poctu interakci mohly byt stabilnéjsi a
zaroven vice specifické.

Pro udrzeni molekuly IC mezi bazemi DNA je nutné pisobeni stabilizaénich sil. Mezi
nejdalezitéjsi jsou zapocitavany m — m patrové interakce (stacking), ven der Waalsovy sily a
hydrofobni interakce. Hlavni stabiliza¢ni silou se zda byt disperzni energie, jedna z van der
Waalsovych sil, v diisledku které dochazi k tzv. ,,Londonovu efektu® kdy je pfitazlivé sily
dosazeno indukci rychle oscilujicich synchronizovanych dipoli mezi pfiblizujicimi se
molekulami baze a interkalatoru (Reha et al., 2002). Vzhledem ke své aromatické povaze,
disponuji IC oblaky delokalizovanych 7 elektronti, schopnych spolené interakce za vzniku
pfitazlivé sily tzv. stacking. Stacking je vyznamnou silou v ramci stabilizace DNA helixu a
hraje diilezitou roli v udrzeni IC (Gago, 1998).

V piipadé vazby slabé kladné nabitych IC (9-amidoacridin), byl popsan vliv elektrostatickych
interakci (Medhi et al., 1999). Souhrn rtiznych sil za interkalaci zodpovidajicich je zobrazen na
obrazku ¢islo 4.

Frederick (1990) pozorovala vybouleni ,buckle® a pokrouceni ,propeller twist“ bazi
sousedicich s molekulou interkalatoru (v tomto pfipadé daunomycinu). Oba typy distorze byly
zpusobeny snahou sousedicich nukleotidovych bazi o co nejtésnéjsi kontakt s molekulou

daunomycinu za ucelem udrZeni van der Waalsovych sil, napomahajicich stabilizaci komplexu.



Ustanovena distorze sousedicich bazi (a tedy 1 ,kapes”, do kterych by se za normadlnich
okolnosti mohla vmezefit dal§i molekula IC) navic p¥indsi mozné vysvétleni tzv. ,neighbor

exclusion principle®.
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Obrazek 4: Souhrn riznych sil pisobicich na interkalator (chinolon), zde jesté v interakci s bakterialnim enzymem
gyrazou. Chinolony jsou navic schopny chelatovat Mg>" ionty. Pievzato a upraveno z Llorente et al., 1996.



3. Biologické icinky DNA/RNA interkalacnich latek

Interkala¢ni Cinidla jsou latky oplyvajici Sirokou Skalou ucinki. Mnoha jsou diky svym
cytostatickym vlastnostem, intenzivné¢ zkoumana v ramci terapie nadorovych onemocnéni.
Jedna se zejména o derivaty elipticinil, actinomycint (daktinomycin) a akridina (Goftar et al.,
2014). Tyto latky jsou schopny narusit funkci topoizomeraz (Bastow et al., 1994), enzymii,
které méni tercialni strukturu DNA a asistuji v ramci replikace. Inhibice funkce téchto enzymii
je zprostredkovana vazbou interkaldtoru za vzniku stabilizovaného terndrniho komplexu
topoizomeraza:DNA:IC. Coz vede v rapidné se délicich nadorovych buiikach k fragmentaci
DNA a néslednému potlaceni proliferace, ¢i pfimo navozeni bunécné smrti (Bailly et al., 2000).
Nektera interkalacni Cinidla vykazuji antibakteridlni ptisobeni a v pribéhu 20. stoleti byla
vyuzivéana k oSetieni povrchovych poranéni (Browning et al., 1992). Chinolonové derivaty byly
vyuzivéany jako potentni antibiotika, naptiklad k 1é€b¢ infekci mocového traktu (Emmerson et
al., 2003). Antibakteridlniho plsobeni je dosazeno jak pfimou interkalaci do bakteridlni DNA,
coz vede k jeji distorzi a naruseni replikace a transkripce (Wainwright, 2001). Tak inhibici
bakteridlni topoizomerazy Il (gyrazy) a topoizomerazy IV, obdobnym mechanismem, jako
v ptipadé nadorovych bundk — stabilizaci ternarniho komplexu gyraza:DNA:IC (Malik et al.,
20006).

Derivaty chininu, chlorochin a hydroxychlorochin byly, jest¢ pfed ndstupem rezistentnich
kmenil plasmodii, masivné vyuzivany jako 1éCba 1 profylaxe malarie (Slater 1993). Existuje
cela fada teorii popisujicich mechanismy, kterymi CQ ptlisobi na plasmodia. Patii mezi né
znemoznéni traveni hemoglobinu v disledku alkalizace potravni vakuoly, nebo tvorba
komplexti s hemem, ktery je uvoliiovan v prubéhu traveni hemoglobinu. Tvorba komplext
hem-CQ vede k znemoZnéni polymerizace hemu, coZ je mechanismus, kterym za normalnich
okolnosti plasmodium konvertuje toxicky hem do stabilni formy (Fitch 1983). CQ je navic
schopen inhibovat funkci hem-polymerdzy, enzymu, ktery katalyzuje polymerizaci hemu
(Chou et al., 1992). Tato pozorovani ukazuji, ze chinolony jsou schopné plisobit ,,na vice
frontach®, jsou schopny interkalace do NA (Yielding et al., 1971), enzymatické inhibice 1i
zmény pH bunéénych kompartmentli (Okhuma et al., 1981).

Praci jsem se rozhodl zaméfit 3 skupiny interkalacnich ¢inidel a jejich derivaty, jedna se o
akridiny, chinoliny a chinolony. Divodem pro toto vymezeni je jak historie vyzkumu téchto
latek, kdy to byly praveé akridiny, které staly u popisu fenoménu interkalace do nukleovych
kyselin (Lerman 1961). Tak relativni dostatek literatury popisujici akridiny, chinoliny a
chinolony v kontextu antivirotického plisobeni. Derivaty chinolinii jsou navic celosvétoveé

relativné dostupnd a levna farmaka a maji za sebou roky pozorovani vlivu na lidské zdravi



4. Akridony a akridiny
Jedna se o latky odvozené od akridinu a dale akridonu (viz obrazky 5 a 6). Samotny akridon(9-
akridanon) je planarni aromatickou molekulou sestavajici se z akridinové kostry (3 benzenové
kruhy s dusikem jako heteroatomem na 10. pozici) s karbonylovou skupinou piipojenou na 9.
uhliku (Potts et al., 1995) .
Diky svoji stavbé a schopnosti vmezefit se mezi pary bazi nukleovych kyselin
(Lerman, 1961; Adams, 2002), spliuji kritéria interkalacnich Cinidel.
Jako prvni si jejich u¢inkti povSimli Ehrlich a Benda roku 1912. Jejich antibiotické a
antiseptické¢ vlastnosti pozdéji podrobnéji popsal Browning (1922 a,b). Mechanismus
antibakterialniho ptsobeni tkvi pravé ve schopnosti interkalace vedouci k jiz diive diskutované
distorzi DNA a buné¢né smrti (Wainwright, 2001).
V pribéhu 20. stoleti nalezly své uplatnéni jako pigmenty, ve formé piidavki do antiseptickych
masti nebo jako potencialni 1é¢iva malarie. MozZnosti, kterymi derivaty akridoni mohou
ovliviiovat virovou infekci je vicero. Patii mezi n€ potlaceni replikace interkalaci do virové NA,
¢i pfima interakce s proteiny zajist'ujicimi processing virového genomu (polymerazy, helikazy).
Indukce interferonové odpovédi. A také v ptipadé HIV suprese virové transkripce ovlivnénim

NF- »B kaskady.

8 1 8 9 1
7 9 2 7 \ 2
N 5 N 4
5 H 4 10
Obrazek 5: Struktura akridonu. Obrazek 6: Struktura akridinu.
Pievzato z Sepulveda et al., 2013. Pievzato z Rupar et al., 2018.

4.1.Inhibice funkce virovych proteini
Interkalac¢ni ¢inidla patii mezi latky schopné inhibovat funkci eukaryotnich 1 virovych helikaz.
Predpokladanych mechanismt uc¢inku je vice a patfi mezi né: Stabilizace NA duplexu
vmezetenim interkalacnich ¢inidel, coz by vedlo k zvyseni energetickych narokt pfi rozplétani
dsNA a snizeni, nebo rovnou zastaveni ¢innosti helikdzy. Distorze specifickych oblasti duplexu

rozpoznavanych danou helikdzou (Bachur et al., 1992).



Predpoklada se, ze potlaeni funkce virové helikazy je jednim z mechanismii majicim na
svédomi inhibici exprese viru lidské hepatitidy C. HCV spada do ¢eledi Flaviviridae, genomem
je +ssRNA (dle Baltimora IV. tfida). Kapsida je ikosahedralni symetrie obalena lipidovou
dvouvrstvou obsahujici povrchové glykoproteiny E1 a E2 ucastnici se interakei s bunikou (Flint
et al., 2000). Po priniku do bunky zprostfedkovaném endocytézou (viz 4.1.3. Alkalizace
endosomu a vstup viru do bunky) nésleduje translace virové RNA hostitelskymi ribozomy za
syntézy polyproteinu, ktery je nasledné Stépen na funkéni jednotky za asistence virovych a
hostitelskych proteaz. Mezi esencidlni proteiny zivotniho cyklu HCV spadd NS3
helikaza/protedza a NS5B RNA dependentni RNA polymeraza (viz kapitola 5.1.) ( Kolykhalov,
et al., 2000; monografie Chevaliez et al., 2006).

Vzhledem k obtizim kultivace samotného HCV, jsou pozorovani provadéna za vyuziti dvou
hlavnich modelovych systémi. Jednd se o HCVcc (cell-culture derived HCV) a HCVpp
(retrovirus based pseudotyped particles HCV). HCVcc je genetickou chimérou JFH1 (Japanese
fulminant hepatitis 1) a HCV, kterd je schopna replikace a produkce novych viriont
v buné¢nych kulturach. ,,HCVpp jsou retrovirové partikule, které do svého lipidového obalu
inkorporuji HCV glykoproteiny E1 a E2.“ Produkce je dosazeno soubéZznou transfekci
piihodnych bungk tiemi riiznymi plasmidy (pro reportérovy gen, gag-pol proteiny HIV a HCV
E1/2 glykoproteiny). Vysledné partikule je mozné vyuzit pii studiu priniku HCV do
hostitelskych bun¢k (Riva et al., 2019).

Dle Tacketta (2001) se NS3 helik4dza vyznacuje citlivosti vii¢i struktute duplexu. Jeji naruSeni
vlivem ptisobeni IC miize vést ke snizeni nebo uplné ztraté schopnosti helikizy navazat se na
dany usek. Dal§i moznosti je i vznik stabilniho ternarniho komplexu enzym:ssNA:IC, ¢imz
dojde k uvéznéni helikazy a znemoznéni jejiho dal$iho postupu (Tuteja et al., 1997).

Na nejednoznac¢nost mechanismu pisobeni akridonovych sloucenin poukazuje téz vyzkum
Stankiewicz-Drogon et al., (2008; 2010). Pfedmétem vyzkumu byla schopnost vybranych
akridonovych derivati (odvozenych od akridon-4 karboxylové kyseliny) potlacit amplifikaci
HCV, schopnost interkalace do dsSDNA a mira inhibice NS3 helikazy. V prabéhu testovani byl
identifikovan velmi silny inhibitor NS3 [2-fluoro-5-methoxy-N-(pyridine-3-yl)-akridon-4-
karboxamid], s preferenci pro interkalaci do dsRNA a potlacujici replikaci HCV.
Predpokladanymi mechanismem uc¢inku bylo potlaceni funkce NS3 diky distorzi RNA duplexu.
AvSak vzhledem k tomu, Ze nckteré testované slouceniny [2-chloro-N-(4-chloropyridin-2-yl)-
S-methoxyacridone-4-carboxamid] vykazujici mizivou schopnost interkalace, byly také

schopny velmi efektivné inhibovat funkci virovych proteinil, nabizi se dal$i mozné vysvétleni



ve form¢ piimé interakce IC s virovym enzymem. Nebo kombinace obého (Stankiewicz-

Drogon et al., 2010).

4.2.0vlivnéni virové transkripce

Tamazacrin [(1,4-bis[3-(6-0x0-6H-v-triazolo[4,5,1-de]akridin-5-yl)amino-propyl]piperazin],
derivat bistriazoloakridonu, byl shleddn schopnym v in vitro podminkach selektivné potlacit
expresi HIV. Pifesny mechanismus neni jasny. Latka byla in vitro schopna inhibovat funkci
virové integrazy, ale predpokladem je, Zze v buiikach interferuje s procesem virové transkripce
(Turpin et al., 1998).

Derivat akridonu RD6-5071 [1-hydroxy-10-methyl-9,10-dihydroakrid-9-on] je schopen
potlacit replikaci HIV v TNF-a stimulovanych, chronicky infikovanych buiikach. Navic je in
vitro schopen inhibovat funkci PKC. (Fujiwara et al., 1999). Pfedpoklddanym mechanismem
ucinku je nasledovny. TNF-a je po vazbé na sviij receptor TNFR schopen spustit drahu vedouct,
za asistence PKC k aktivaci NF-xB (Kronke et al., 1990). Role PKC spociva ve fosforylaci (a
tim padem odsouzenim k degradaci) IxB, ktery za normalnich okolnosti vytvaii komplex s NF-
B a tim inhibuje jeho funkci. Ve chvili, kdy je NF-»xB uvolnén, putuje do bunééného jadra,
kde po vazbé na ptislusné B elementy indukuje transkripci. Cely tento mechanismus je virem
zneuzitelny pro posileni vlastni transkripce. HIV ve svém 5°-LTR elementu totiz obsahuje
sekvence schopné vazat bunééné jaderné faktory, mezi nimi NF-»xB (Dubh et al., 1989; Swingler

et al., 1994; Baba et al., 2004).

4.3.Indukce interferonu

Jako jeden z prvnich si moZnosti indukce protivirové odpovédi po aplikaci interkalac¢nich
¢inidel (akridinova oranz a dal$i) u mysi povsiml Diederich (1973). Povahu pozorované
odpovédi ur¢il jako interferonovou, ptipadné interferonu podobnou. (Jesté pred Diederichem
publikuje podobné vysledky Krueger (1970) za uziti tiloronu).

Pépin (2017) popisuje vyvolani interferonové odpoveédi smeési akridinovych derivata
(akriflavinu a proflavinu), které v ramci interkalace do bunécné DNA zplsobi mirné poSkozeni
a unik stop nukleové kyseliny do cytoplasmy. Ptfitomnost dsDNA v cytoplasmé& neunikne
bunéénym mechanismim ,,DNA-sesnsig®. Za schopnost buiiky ,,vnimat* pfitomnost DNA
v prostoru cytoplasmy a jeji imunologickou reakci na ni, zodpovidd cGAS-STING kaskada.
V cytoplasmé se nachdzejici cGAS (cGAMP [cyclic-GMP-AMP] syntdza) je po navazani DNA
aktivovédna, coZ vede k vazbé ATP a GTP, za vzniku cGAMP, druhého posla. cGAMP se

nasledné vaze na STING (stimulator of interferon genes), ten interaguje s IxB kinazou, ktera



fosforyluje IRF3 (interferon regulatory factor 3) (Ishikawa et al., 2009), ktery po translokaci do
jadra indukuje expresi gent pro interferon  (Sun et al., 2013; Wu et al., 2013).

5. Chlorochin a hydroxychlorochin
Jedna se o heterocyklickou dusikatou molekulu, 9-aminochinon [(N4-(7-Chloro-4-chinolinyl)-
N1,N1-diethyl-1,4-pentanediamine)]. Je derivatem chininu. Syntetizovan roku 1934 tymem
Johanna Andersaga v Bayer Laboratories, pivodné pod oznacenim resochin (Andersag et al.,
1942; ptevzato z Solomon et al., 2009). Aktudln€ nejrozsifenéjSim vyuzitim chlorochinu (CQ)
je prevence a lécba malarie (zaveden roku 1947), od toho pouziji je vSak zvolna ustupovano
v disledku vyskytu CQ-rezistentnich kmenii pivodcii malarie, plazmodii. Poté, kdy byla
pozorovana schopnost CQ vazat se k DNA (Irvin et al., 1949), byla jako mechanismus
zodpovédny za tuto interakci navrzena interkalace (Hahn et al., 1966). Tato hypotéza byla
pozd¢ji potvrzena (Yielding et al., 1971).
Hydroxychlorochin (HCQ) je méné toxickym analogem CQ s navdzanou hydroxy skupinou na
postrannim fetézci. Poprvé byl syntetizovan v roce 1946 (McChesney, 1983). HCQ a CQ maji
podobnou strukturu a obdobny mechanismus pasobeni (Liu et al., 2020).
Ptinos uzivani CQ/HCQ v rdmci terapie virovych onemocnéni je intenzivné zkouman zejména
v ptipadé HIV (Sperber et al., 1995, 1997). Mechanismy, jakymi CQ na viry plisobi v§ak nejsou
univerzalni a dosud plné€ objasnéné. Mezi zkoumané G€inky CQ spadé inhibice virové RNA
dependentni RNA polymerazy a to jak interkalaci do NA viru, tak vyvazanim iontd Zn2+
nutnych pro jeji funkci. Alkalizace bun&tnych organel vedouci k alteraci d&ji v prib¢hu
endocytdozy a posttranslaéni modifikace virovych proteind. Dale vykazuji schopnost
imunomodulace (suprese produkce prozanétlivych cytokint). Jiang (1996) dale uvadi
schopnost CQ inhibovat (dosud neznamym mechanismem) Tat proteinem zprostiedkovanou
transaktivaci, klicovy krok v ramci Zivotniho cyklu HIV (diskutovana v kap. Chinolony).
Zda se vsak, ze schopnost interkalace neni dominantnim jevem zodpovédnym za vliv CQ na

prubéh virovych infekei.
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Obrazek 7: Chlorochin (Solomon et al., 2009) Obrazek 8: Hydroxychlorochin (Solomon et al., 2009)
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5.1.Alkalizace bunéénych organel
Ve své deprotonované formé je CQ lipofilni a tudiz schopen prostupu cytoplasmatickou
membranou bunék. Jakozto slaba diprotickd baze (Homewood et al., 1972) putuje do organel
s nizkym pH (endosomy, Golgiho komplex, lysozomy), zde dochézi k jeho protonaci, stava se
hydrofilnim a jiz nemize prostupovat membranou. V dané organele vzrista jeho
koncentrace,coz zptsobuje zvysSeni pH v téchto organelach (Ohkuma et al., 1981; Poole et al.,
1981). CQ je tzv. ,,lysosomotropni latkou* termin byl dle Ashfaqa (2011), zaveden De Duvem
(1974) a jeho spolupracovniky roku 1974 pro popis latek selektivné pronikajicich do

lysozomu®.

Cytoplasma

Obrazek 9: Model udrzovani pH

lysozomu za piitomnosti Lysozom

lysozomotropni latky dle Polla a Eoergle | ————
Okhumy, pfevzato a upraveno N '
(Poole et al., 1981). H
4+
BH

5.1.1. Inhibice glykosylace v kontextu viru HIV

Zvysené pH v Golgi vede k inhibici termindlni glykosylace posttranslaéné¢ modifikovanych
proteinti. (Thorens et al, 1986). Pfi¢inou je naruseni funkce né€kterych bunéénych
glykotransferaz, pro které je esencialni fyziologicka hodnota pH (Rivinoja et al., 2009).

V ptipad¢ infekce virem HIV byla pozorovana produkce defektnich virovych partikuli se
snizenou infektivitou, dané viriony na svém povrchu vykazovaly sniZenou hladinu
glykoproteinu gp120 (Tsai et al., 1990). Pozorovany efekt je pfipisovan sniZzené produkeci jinak
intenzivné glykosylovaného proteinu gp120 (A. Savarino et al., 2001). gp120 v ramci infekce
HIV zprosttedkovava vazbu virionu k povrchu buniky. A to interakci s bunéénym receptorem
CD4 (Klatzmann et al., 1984, Bour at al., 1995). Nasleduje flize membran virové partikule a
bunky zprostfedkovana gp41, coz vede k depozici virové kapsidy co cytoplasmy (Marsh 1984,
Freed et al.,, 1990). Savarino (2004) pozoroval synergicky efekt CQ kombinovaného
s inhibitory virovych proteaz (PI). CQ dale zvySoval citlivost HIV k danym IP, coz by
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potencialné mohlo vést ke sniZeni terapeutickych davek PI v rdmci antiretrovirové terapie a

ulevé od vedlejSich u€inki spolu se snizenim finan¢nich naklada.

5.1.2. Inhibice glykosylace a virového receptoru v kontextu koronaviri
Alkalizace Golgiho aparatu vede k naruSeni terminalni glykosylace proteini (Thorens et al.,
1986). Jednim z vysoce posttransla¢né glykosylovanych proteinti, ktery tato inhibice ovliviiuje
je membranovy receptor ACE2 (angiotenzin-converting enzyme 2). Snizena glykosilace ACE2
pravdépodobné stoji za snizenim jeho afinity ke koronavirovému S proteinu (spike protein),
ktery zprostiedkovava vazbu virové partikule na hostitelovu buiiku (Vincent at al., 2005). Tento
jev pravdépodobné stoji na pozadi pozorovaného snizeni infektivity SARS-CoV v in vitro

podminkach (Vincent et al., 2005, Savarino et al., 20006).

5.1.3. Alkalizace endosomu a vstup viru do buiniky

Obalené viry vyuzivaji pro vstup do buniky nékolikero cest. Patii mezi n€ zejména piima fuze
cytoplasmatické membrany s virovym obalem (napt. HIV), kalveolin zprostfedkovana
endocytoza a klatrinem zprostfedkovana endocytéza (CME clathrin mediated endocytosy).
V ramci poslednich dvou zminovanych je virova partikule po vazbé na pfislusny receptor
vtazena do membranového vacku, ktery se nasledné stdva asnym endosomem, dochazi k jeho
acidifikaci a méni se v pozdnim endosom (MVB multi-vesicular-body), ktery nasledné fuzuje
s lysozomem za vzniku endolysozomu. (Mellman et al., 1986; Doherty et al., 2009). Pokud by
virova partikule nebyla schopna endosom v¢as opustit, doslo by k jeji degradaci.

Ptevazné klatrinem zprostiedkovanou endocytdézu vyuzivd pro svij vstup do bunky virus
chiipky (Wang et al., 2009). Jedna se o obaleny -ssRNA virus s helikalni kapsidou. Spadajici
do Celedi Orthomyxoviridae v jejiz ramci rozliSujeme 4 razné typy (A, B, C a D) Genom je
rozdélen 8 do (IAV, IBV) nebo 7 (ICV) segmentil. V rdmci této prace se budu dale blize vénovat
primarné chiipkovému viru typu A. Pfichyceni IAV na membranu hostitelské buiiky probiha
diky vazbé jeho povrchového proteinu hemaglutininu (HA) na zbytky kyseliny sialové
nachazejici se v termindlnich oblastech bunéénych membranovych glykoproteini a
glykolipidl. Po UspéSné vazbé nasleduje CME. Cesta virionu pokracuje endosomem, kde
snizeni pH utrob organely (na hodnotu ~ 5-5,5), vede k aktivité virovych obalovych proteinti
(zména konformace HA vede k odhaleni HA2 podjednotky, kterd se vnoti do endosomalni
membrany) zajiStujicich fuzi virové membrany s membranou endosomu (Yoshimura et al.,
1982). Predpoklada se, ze CQ/HCQ jakozto latky snizujici pH endosomu, jsou schopny tomuto

kroku virové infekce zabranit. Nizké endosomalni pH déle aktivuje M2 iontovy kanal, jehoz
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funkci je okyseleni virové kapsidy, coz ma za nasledek depozici virovych ribonukleoproteinii
(VRNPs) do bunécné cytoplasmy (Pinto et al., 2006).

Yoshimura (1982) pozoroval potlaceni replikace IAV subtypu HIN1 pokud byl CQ pfitomen
béhem brzkého stadia infekce (,,CQ nebyl pfidan déle jak 10 minut po inokulaci®).

Obdobn¢ vysledky popisuje téz Di Trani (2007) (pro HIN1, H3N2, H5NO a dalsi), dodavajic,
ze ,citlivost vici CQ se u riznych subtypt [AV lisi, s nejvyssi pravdépodobnosti na zakladé
odli$nych narokii na vysku pH endosomu danych rtiznym elektrostatickym potencidlem HA2

podjednotek*.

HCV je schopen priniku do bunék vice nez jednim zptsobem (patii mezi n¢ téz CME)
(Matsuda et al., 2014). Vzhledem ktomu, ze infektivita jako modelu vyuzivanych
retrovirovych partikuli exprimujicich na svém povrchu E1 a E2 glykoproteiny (HCVpp), byla
zavisld na pH, lze ptedpokladat, ze po vazb¢é na piisluSny receptor (jednim znich je
pravdépodobné CD81) dochazi k endocytéze a pH mediovaném priniku (Hsu et al., 2003).
Obdobny mechanismus vstupu (receptorem zprostiedkovana endocyto6za) byl pozorovan u fady
dalsich clent celedi Flaviviridae. Pfedpokladem je, ze vlivem sniZzeni endosomalniho pH
dochézi k aktivaci E1 glykoproteinu, ktery zpiisobi fizi membran virionu a pozdniho endosomu
(Flint et al., 1999). Vzhledem k pH dependentni povaze tohoto jevu se lze domnivat, ze
obdobné¢ jako v pfipadé CME IAV by mohl byt inhibovatelny HCQ/CQ. Ashfaq (2011) tuto
domnénku potvrzuje, CQ byl schopen inhibovat infekénost HCVpp, obdobného nazoru
dosahuje téz Blanchard (2006).

5.1.4. Inhibice autofagie

Alkalizace bunéénych organel zptisobena CQ vSak nevede jen ke zvratu glykosylace, ale také
k potlaceni autofagie. ZvySenim lysozomalniho pH je docileno inhibice fuze lysozomu
s fagosomem, coz vede k zamezeni vzniku autolysozomu a degradaci jeho obsahu. (Seglen et
al., 1979; Carew et al., 2011). Existuji hypotézy, ze autofagie (proces v jehoz prubéhu builka
degraduje poSkozené, ¢i zbytné ¢asti sebe sama) za normalnich okolnosti buiice prospésny jev,
muze v nekterych ptipadech vést k indukci tzv. autofdgni bunééné smrti (,,autophagic cell
death*) (Kroemer et al., 2008; Jung et al., 2020).

Sun (2012) a jeho tym pozoroval masivni indukci autofagie v alveoldrnich epitelialnich
buiikdch mysi infikovanych subtypem IAV H5NI1. Pozorovany jev byl spojenou se zvySenym
poskozenim plicni tkan€ a pravdé€podobné pfispiva k rozvoji tzv. ARDS (acute respiratory

distress syndrome), ktery je pfi¢inou vysoké smrtnosti subtypu H5N1 (~ 60%) (Wang et al.,
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2009). Inhibice autofagie poddnim CQ vedla k vyznamnému zlepSeni Sanci na pteziti u
infikovanych mysi. Je vSak nutno podotknout, Ze samotny koncept autofagii indukované
bunécné smrti neni dosud pln€ prozkouman a je mozné, ze jedna ,,jen* o bunécnou smrt z jinych
pri¢in, provazenou autofagii. Kdy autofagie neni pii¢inou, ale doprovodem bunécéné smrti.
Zaver ze prave inhibice autofagie zptisobena CQ vede k zlepSeni vyhlidek na pteziti hlodavci
neni, vzhledem k $ifi €¢inkl jakymi CQ disponuje, dokonale pritkkazny (Kroemer et al., 2008).
V ramci testovani terapeutického vlivu CQ na mysi infikované IAV subtypem H5N1 dospél
k pozitivnim vysledkiim také Yan (2013), pozoroval dramatické snizeni mortality mysi
infikovanych H5N1, kterym byl podavan CQ. Yan déle zkoumal, zda l1ze CQ vyuzit jakoZzto
prostiedek prevence pfed infekci HSN1. Dand pozorovani vSak nezaznamenala vyznamny
pozitivni vliv. V tomto souhlasi s Vigerustovou (2007) studii. Kdy CQ uzivan jako prevence
pted infekci IVA (subtypem HIN1) u mysi a fretek, téZ nevykazoval signifikantni preventivni
efekt. Vigerust navic nezaznamenal ani Zadné vyznamné terapeutické Ucinky (z pohledu
zlepseni zdravotniho stavu) CQ u jiz infikovany zvifat. (U infikovanych fretek neosetfenych
CQ vsak byla pozorovana vyrazné vyssi koncentrace viru v lavazi nosnich dutin).

Autofagie vSak neni vyznamnym cilem antivirotické terapie jen diky svému potencidlné
patologickému vlivu. Zhou (2009) se domniva, Ze autofagie hraje podplrnou roli v rdmci

zivotniho cyklu IAV, jeji inhibice (nebylo pouzito CQ/HCQ) vedla k supresi produkce viriont.

Jedna zteorii uvadi, Ze vacky, se kterymi je asociovan replikacni komplex HCV jsou
autofagosomalniho plivodu, tento jev byl totiz pozorovan jiZ u jiného +RNA viru a to u poliviru
(Suhy et al., 2000; Sir et al., 2012). Téz je mozné, Ze asisten¢ni roli ve virové replikaci nehraji
samotné vacky, ale autofagosomalni proteolyza. Pfesna role autofagie v ramci Zivotniho cyklu
HCV neni dosud pln¢ objasnéna. Bylo vSak pozorovano, ze HCV je schopen indukovat vznik
autofagosomt (Mohl et al., 2012) (t¢hoz je schopen také jeho modelovy replikon (Taguwa et
al., 2011). Nékteré proteiny asociovana s timto procesem jsou dokonce schopné plisobit jako
provirové¢ faktory (in vitro) (Dreux et al., 2009) Dalo by se predpokladat, ze inhibice autofagie
HCQ/CQ by mohla vést k naruSeni Zivotniho cyklu HCV. Mizui (2010) reportuje potlaeni
HCYV replikace za pfitomnosti CQ, pfedpokladd, ze mechanismem Uc¢inku je pravé inhibice

autofagie.
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5.2.CQ a imunomodulace
CQ je diky svym protizanétlivy ucinkli vyuzivan v ramci terapie nékterych autoimunitnich
onemocnéni (revmatoidni artritida, lupus). Kyzeny efekt spociva v inhibici produkce
interleukinu 6 (IL-6) (Sperber et al., 1993), IL-1, TNF-a (Tumor necrosis factor alfa) (Jeong et
al., 1997, Karres et al., 1998). CQ je taktéz schopen potlacit produkci interferonu gama a také
snizit koncentraci TNFR (TNF-a receptor) na povrchu bun¢k (Jeong et al., 1997), ¢imz jesté
vice suprimuje TNF-a signalizaci. Pfekotna sekrece téchto prozanétlivych mediatora v prabehu
akutni infekce v plicni tkéni (IAV) vede k aktivaci monocyt a otevira tésné spoje (tight-
junctions) mezi buitkami endotelu, ¢imz usnadiiuje prostup neutrofilti z lumen do tkané, kde
nasledné¢ zptsobuji vedlejsi Skody pii likvidaci infekce. Smrt bunék v disledku uvolnéni ROIs
(reactive oxygen radicals) vede k dalSimu uvoliiovani prozanétlivych mediatori a nésledna
imunitni hyperaktivace mize vést (ve spojeni s diive diskutovanou autofagii) k rozvoji ARDS.

Uvedeny mechanismus ptisobeni CQ na TNF-a signalizaci je zobrazen na obrazku ¢islo 10.

cQ
Monocyt THER “
" & x Aktivace
) monocytii Neutrofil
TNF-a
Otevieni
Upregulace LAM tésnych Prostup

spoji

Buiika endotelu

x Uvolnéni ROIs

Aktivovany makrofig vedouci k poskozeni
tkané
cQ

Obrazek. 10: Schéma vlivu CQ na TNFR zprostfedkovanou imunitni odpoveéd’, prevzato a upraveno (Savarino et al., 2003).
Imunitni hyperaktivace v pocatecnich fazich akutni infekce HIV miize ptedstavovat zdravotni

riziko pro HIV pozitivni pacienty (Bentwich, et al., 2000). Spolu s vlivem na glykosylaci gp120
by tedy HCQ/CQ mohl byt ku pomoci.
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5.3. Srovnani antivirotickych ucinkia CQ v in vitro a in vivo systémech
CQ je prokazatelné schopen in vitro suprimovat replikaci AV (Ooi et al., 2006; Di Trani et al.,
2007). Existuji vSak ptipady, kdy byl pozorovan narast produkce novych viriontt (HINI) u
bunék osetienych CQ oproti kontrole. Zda se, ze klicovym faktorem je Cas.
Wu (2015) v souladu s Ooi a di Trani pozoroval supresi IAV replikace, u bunék, které byly CQ
vystaveny pred infekci, ¢i velmi brzo po ni (osetfeni CQ 45 minut pted pfidanim [IAV) a zaroven
nebyly vystaveny vlivu CQ po celou dobu infekce (médium vyménéno po 2 hodinach od pridani
IAV). Vtomto piipadé byla piedpokladanym mechanismem ucinku inhibice endocytdzy
alkalizaci endosomalniho pH. Pokud vSak byly infikované buiiky vystaveny CQ i nadale (az 48
hodin) v pribéhu infekce, Wu pozoroval signifikantni nartst koncentrace hemaglutininu.
Nartst koncentrace HA odpovida nardstu produkce novych virovych partikuli. Z tohoto
pozorovani Wu a jeho tym vyvozuje, ze prodlouZend inkubace CQ vede k podpoie virové
replikace v infikovanych buiikach.
V ramci testovani in vivo na zvifecim modelu byly publikovéany relativné rozporuplné vysledky.
Yan (2013) pozoroval vyznamné navySeni Zzivotaschopnosti mysi (infikovanych HSNI)
oSettenych CQ (z 0% u kontrol na 70% s CQ, 8 den od infekce), tbytky télesné hmotnosti
(kritérium vyuzivané pro zhodnoceni pribéhu infekce chiipkovym virem na myS$im modelu)
byly téz snizeny. Jakozto preventivni prostiedek, vSak CQ nevykazoval vyznamny efekt.
SniZeni smrtnosti mysi infikovanych HSN1 pozoroval téz Sun (2012). Naproti tomu Vigerust
(2007) nezaznamenal na my$im ani fret¢im modelu (po infekci HIN1) signifikantni zlepSeni
zdravotniho stavu, pokud byl CQ vyuzit terapeuticky. Vyznamné vysledky nemélo ani testovani
CQ jako prosttedku prevence.
Pokud jde o moznosti vyuziti CQ jakozZto prevence pied infekci HIN1 u lidi, Paton (2011)
v pritbéhu studie (dvojité zaslepené, placebem kontrolované) probihajici béhem chiipkové

epidemie neznamenal zadny vyznamny preventivni efekt.

V experimentech in vitro bylo pozorovano snizeni infektivity produkovanych viriont HIV
(Tsai et al., 1990) 1 potlaceni virové replikace v ramci bunécné kultury T lymfocyti a monocyti
(Sperber et al., 1993). V rdmci in vivo terapie HIV pozitivnich pacientii bylo pozorovano
snizeni koncentrace HIV virioni v krvi pacientd (uzivajicich HCQ) (Sperber et al., 1995; 1997).
Naproti tomu Paton (2012) v ramci zaslepené, placebem kontrolované studie pozoroval nartst
koncentrace HIV virioni v krvi osob uzivajicich HCQ. Moznym vysvétlenim jsou, dle Patona,
protizanétlivé ucinky HCQ, které mohly vést k oslabeni imunitni odpovédi namifeni proti HIV

infikovanym buiikdm pacientd.
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V in vitro systému byla reportovana schopnost CQ potlacdit replikaci HCV replikonu (Mizui et
al., 2010). Pilotni studie na malém vzorku HCV pozitivnich pacientti ukazuje, ze skupina, které
byl podavan CQ vykazuje nizsi koncentraci virové RNA v krvi. Zda se tedy, ze CQ potlacuje
replikaci HCV v lidském systému a mohl by byt potencialnim kandidatem pro dalsi vyzkum

v ramci 1éCby hepatitidy C (Peymani et al., 2016).

6. Chinolony

Chinolony jsou derivaty naphthyridinu (viz obr. 11), jednim z prvnich izolovanych chinolonti
byla kyselina nalixidova (viz obr. 12). Jedna se o vedlejsi produkt syntézy diive diskutovaného
chlorochinu. Poprvé byla identifikovana a popsana Lesherem a jeho tymem v 50. letech 20.
stoleti (Lesher et al., 1962, ptevzato z Bisacchi, 2015). Latka vykazovala in vitro antibakterialni
pusobeni a brzy se chinolonové derivaty uchytily coby ucinnd antibiotika (Emmerson et al.,
2003). Chinolony dnes miizeme rozd¢lit do dvou hlavnich skupin. Fluorochinolony, obsahujici
atom fluoru na pozici C6 a 6-amino-chinolony, majici na téZe pozici amino skupinu (Cecchetti
et al., 1995).

Mechanismem ptisobeni chinolonovych antibiotik spociva ve stabilizaci ternarniho komplexu
gyrazy (bakterialni topoizomerazy II) a topoizomerazy IV interagujici s bakteridlni DNA.
Tento jev vede k inhibici replikace. Pfedpoklddanym mechanismem uc¢inku je pfimé interakce
s proteinem a castecnd interkalace chinolonu do dsDNA (Laponogov et al., 2009). Za
interkalaci jsou zodpovédna 2 kondenzovana benzenova jadra oplyvajici vysokou hustotou ©
elektronti, umoznujici formaci stacking interakci. Piipojené zbytky jsou schopny vazby do
velkého, nebo malého Zlabku (v ptipad€ vazby do dsDNA) (Llorente et al., 1996)

Dle recentnich studii jsou chinolony schopné inhibovat také virovou replikaci. Mechanismus
ucinku se zdd byt obdobnym, tedy interakce s proteiny zajiStujicimi processing virového
genomu a interkalace. Jeden z té€chto derivatl, 4-chinolon elvitegravir, je potentnim inhibitorem

HIV integrazy a vyuziva se v aktudlni antiretrovirové terapii (Wang et al., 2019).

O O
~ e |
XN
Obrazek. 11: 1,8-napthyridin (Fuertes et al., 2020). Obrazek. 12: kyselina nalixidova (Naeem et al., 2016).
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6.1.Inhibice HIV integrazy

Byla pozorovéna schopnost chinolon-3-karboxylovych kyselin inhibovat funkci integrazy. Ta
je klicovym enzymem zivotniho cyklu HIV. Zprostfedkovava neselektivni integraci virové
DNA po reverzni transkribci do hostitelova chromosomu. Cely proces se sestava ze 2 hlavnich
krokdi. V prvnim (probihajicim jest¢ v cytoplasmé hostitelské buiiky) nasedd integraza na
cerstve reverzné transkribovanou virovou DNA a katalyzuje odsStépeni poslednich 2 nukleotidii
z jejich 3 konct (3°‘-CAGT > 3’CA-OH), vznika tim na nich reaktivni -OH skupina nutna pro
dalsi krok. Po pfesunu do bunécného jadra katalyzuje integraza nukleofilni atak OH skupiny
virové DNA na DNA hostitelskou, tzv. strand transfer. Nasleduje ligace a HIV je integrovan ve
form¢ proviru. (Chiu et al., 2004). Vzhledem ke své jedinecnosti, je integrace HIV slibnym
cilem v ramci vyvoje antiretrovirotik.

Chinolon-3-karboxylové kyseliny obsahuji strukturni motiv shodny s motivem nékterych
dal$ich inhibitort integrazy. Jedna se o pfitomnost dvou vzajemné koplanarnich keto skupin
s jednou karboxylovou (diketokyseliny), pfipadné jedné keto skupiny a jedné karboxylové
(monoketokyseliny). S vyuzitim této znalosti byly syntetizovany nové potentni inhibitory
integrazy (Sato et al., 2006). Mechanismem ptisobeni slou€enin obsahujicich tento motiv je
inhibice strand transferu (Hazuda et al., 2000). Piedpoklada se, ze derivaty chinolon-3-
karboxylovych kyselin tohoto dosahuji jak pfimou interakci s enzymem vazbou do jeho
aktivniho mista. Tak schopnosti chelatovat Mg2+ ionty (Dayam et al., 2008; Hajimahdi et al.,
2016), které integraze slouzi jakoZto kofaktor (odstifiuji negativni ndboje fosfatovych skupin
fosfodiesterove kostry nukleovych kyselin) a jsou nezbytné pro jeji spravnou funkei.

Byla popsana schopnost nékterych derivatii chinolonti (3-heterocyklyl chinolony) potladit
funkci NS5B. NS5B je HCV RNA dependentni RNA polymeréaza, zodpovidajici za replikaci
virového genomu. Inhibice jeji funkce je tedy zdsahem do esencidlniho kroku Zivotniho cyklu
viru. Principem je vazba chinolonu do alosterického mista 2 (obsahujiciho hydrofobni $térbinu).
Ptredpoklada se, ze tato oblast polymerazy hraje roli v pritbéhu jeji polymerizace (Kumar et al.,

2012; Chinnaswamy et al., 2010).

6.2.Inhibice Tat proteinem zprostiedkované transaktivace
Transkripce provirové DNA HIV je zprostfedkovavana bunéénou RNA polymerazou II. Za
normalnich okolnosti je transkripce provirové DNA nelplnd. CTD RNAPII (C terminalni
doména) neni dostatecné fosforylovana pro udrZeni elongace a dochdzi k pfedcasné terminaci

(Laspia et al., 1989). Ta je jesté podpotena piitomnosti proteinu NELF (negative elongation
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factor). HIV vSak umi tuto komplikaci vyieSit. Tat protein (produkt genu tat) se vaze na
komplex P-TEFb (RNAPII elongation factor), ktery jako svoji katalytickou podjednotku
obsahuje kindzu CDK9 a cyklin T1 (Wei et al., 1998). Komplex Tat/P-TEFb se nasledné vaze
na TAR (Tat responsive element) sekvenci nachazejici se na, dle provirové DNA, nové
syntetizovaném RNA vlaknu. Katalytickd podjednotka P-TEFb je poté schopna fosforylovat
NELF, ¢imz zptsobi jeho odstoupeni a zaroven fosforyluje polymerdzovou CTD. Tato akce
vede k zachovani elongace a dokonceni transkripce (Kao et al., 1987).

Fluorochinolony jsou schopné s timto procesem interferovat. Baba 1997 reportoval inhibici
replikace HIV v ptitomnosti derivatu K12. Vzhledem k tomu, Ze K12 nenarusoval funkci RT
ani IN a byl schopen potlacit TNF- a indukovanou transkripci HIV v chronicky infikovanych
buiikach. Dospél Baba k zavéru, ze mechanismus ptisobeni spo¢iva v dosud nezndmé interakci
s komponenty transaktivace zprostfedkované Tat proteinem. Dle Cecchetti (2000) jsou derivaty
6-aminochinolont schopné vazby do nukleovych kyselin HIV a vytvareji komplexy s virovou
TAR RNA. Pozorované chinolony (WMS5) se vazaly do stem-bulge regionu TAR. Vysledna
kompetice mezi Tat a chinolonem vede k supresi transaktivace (Richter et al., 2004). Chinolony
jsou také schopny vyvazat Mg2+ ionty, coz by také mohlo negativné ovlivilovat pribch
transaktivace. Zda se, ze dvoumocné ionty kovi maji na jeji pribch vliv, nebot’ TAR RNA

v jejich pfitomnosti méni konformaci (Zacharias et al., 1995; Parolin et al., 2003).
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7. Zavér
DNA/RNA interkala¢ni ¢inidla jsou latky disponujici fadou ucinkl, kterymi interferuji
s zivotnim cyklem virG. Tato prace shrnuje mechanismy antivitorického pusobeni tii
vyznamnych tiid interkalacnich ¢inidel, a to akridinti, chinolind a chinolond.
Akridiny a jejich derivaty jsou historicky nejdéle zndmé interkalatory. Hlavni t€zisté jejich
protivirovych ucinkid spociva v naruseni interakce replikacnich enzyma s virovou nukleovou
kyselinou, potlaceni virové transkripce inhibici NF-xB kaskddy a povzbuzeni imunitni
odpovédi organismu indukeci interferonu zptisobenou aktivaci cGAS-STING kaskady.
Dalsi skupina interkalatori, chinoliny jsou primarné vyuzivany pro své antiparazitické ucinky
v ramci terapie malarie, jejich schopnost alkalizovat bunécné organely vSak pfinasi protivirovy
efekt v podobé potlaceni na nizkém pH zavislych krokti virové endocytozy a glykosylace
virovych proteinl. Jejich protizanétlivé ucinky, poté mohou zmirfiovat nékteré vazné
komplikace respiracnich infekei, naptiklad syndrom akutni dechové tisné.
Posledni skupina, chinolony jsou svétu znamy coby u¢innd antibiotika. Jsou vSak také schopny
potlacit funkci integrazy a inhibovat prubéh Tat proteinem zptisobené transaktivace viru lidské
imunodeficience.
Nanestésti je vzhledem k pleitropii, kterou G¢inky interkalacnich €inidel disponuji, studium
jejich vlivu na zivé systémy relativné obtizné. Mnohé mechanismy vedouci k potlaceni virové
replikace, nejsou dosud uspokojivé popsany. Taktéz je nutno podotknout, Ze vyzkum
interkalatorti v kontextu antivirotik je poodsunut do stinu, ktery vrhaji jind, aktudlné vice
efektivni a specifickd terapeutika (inhibitory protedz a nukleosidové analogy v ptipad¢ HIV,
nebo inhibitory neuramidazy v ptipadé viru chiipky). Vyzkum interkalatorti by vSak, vzhledem

k nemilé vlastnosti virti neustale pfichazet s novymi metodami rezistence, nemél ustavat.
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