SARS-CoV-2 a budouci terapie COVID-19 z pohledu medicinalniho chemika
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Nakaza koronavirovym onemocnénim COVID-19 (z anglického ,coronavirus disease 2019%) je
zpusobena novym typem koronaviru SARS-CoV-2 (z anglického ,severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2“), ktery se poprvé objevil v hlavnim mésté ¢inské provincie Chu-pej,
Wu-chanu, pravdépodobné v listopadu roku 2019. V prabéhu jen par mésicu se z pavodniho
lokalizovaného ohniska nakazy tento virus rozSifil po vSech svétadilech (asi jen vyjma
Antarktidy) a zpUsobil globalni pandemii onemocnéni COVID-19, ktera zasahla miliony lidi, a to
jak ze zdravotniho, tak ekonomického hlediska.

Kronaviry obecné zpusobuji ¢etna onemocnéni u savcl a ptakd. Prvni z nich byly objeveny jiz
ve tficatych letech dvacatého stoleti, a to jako plvodci bronchitid u dribeze, gastroenteritid u
prasat a hepatitid u mySi. Donedavna se koronaviry délily pouze do tfi skupin. Mezi alfa- a
betakoronaviry patfi pfedevsim savci viry, kdezto gamakoronaviry zahrnuji druhy napadajici
ptaky. Nové objevené koronaviry napadajici prasata a ptaky s urcitymi spoleCnymi genetickymi
odliSnostmi byly pak zafazeny do ¢tvrté skupiny deltakoronavir(.

VétSina koronavirovych infekci, které pozorujeme u lidi, ma pouze mirny pribéh a prfedpoklada
se, ze koronaviry zpUsobuji pfiblizné 10-15 % vSech pfipadu bézného nachlazeni. Nicméné
néktefi zastupci betakoronavird, jmenovité SARS-CoV, MERS-CoV (z anglického ,Middle East
respiratory syndrome coronavirus“) a SARS-CoV-2 zpUsobuiji zivot ohrozujici onemocnéni
charakterizované zavaznymi zanéty dolnich cest dychacich s pomérné vysokou letalitou.
Pficemz SARS-CoV-2 je teprve sedmym znamym koronavirem, ktery zplisobuje onemocnéni u
lidi. Pfi pohledu do nedavné historie je vSak dost mozné, ze naSe problémy s koronaviry se
budou do budoucna prohlubovat. Je to pravdépodobné spojeno zejména s mirou zalidnéni a
globalizaci nasi spole€nosti. Je zfejmé, Ze tento stav vyzaduje podrobné studium téchto virt a
zejmeéna vhodnych terapeutik, které by nam pomohly zvladat krizové situace, jako je pravé tato.

Pro design novych pfimo pusobicich antivirotik (z angl. ,direct-acting antivirals®), tedy latek,
které pUsobi na virové proteiny, je zasadni pochopit, jakym zplsobem je strukturovan genom
koronavird, jakym zpUsobem je replikovan, pfepsan do struktury virovych proteinl a co tyto
proteiny pro virus délaji. Diky vyzkumu na viru SARS-CoV a MERS-CoV jiz dnes tyto principy do
znacné miry chapeme, i kdyz mnozstvi dil€ich informaci nam stale chybi.

Koronaviry patfi mezi jednovlaknové RNA viry s pozitivni polaritou, jejichZ genom patfi

k nejdelSim mezi témito viry (napfiklad SARS-CoV-2 obsahuje ve svém genomu zhruba 30 tisic
nukleotid(l). Je dost mozné, Ze diky omezené integrité a schopnosti korigovat strukturu genomu
je tato velikost obecné limitni pro RNA viry jako takové. S tim pravdépodobné také souvisi
pomeérné slozita struktura genomu koronavirll a komplexita replikacnich a translacnich
mechanismu. RNA téchto virl je na svém jednom konci (tzv. 5’-konci) zakoncena tzv.
~cepiCkou, ktera chrani virovou RNA pfed pfirozenou imunitou bunék, degradaci bunécnymi
enzymy a zaroven zprostfedkovava zahajeni prepisu této RNA do struktury proteinu. Na sveé
druhé strané je virova RNA zakon€ena sekvenci za sebou nasledujicich adenosinovych
nukleotidl (tzv. polyadenylova skupina). Tyto modifikace na obou koncich umoznuiji translaci a
zvySuji stabilitu RNA v bufikach, bufiky ji pak vlastné povazuji za vlastni mRNA a podobné s ni i
nakladaji.

Mozné terapeutické cile

Vlastni genom koronavirll obsahuje fadu otevienych &tecich ramcq, tedy oblasti, které kédu;ji
jednotlivé proteiny nebo polyproteiny. Asi tfetina celého genomu tvofi informaci pro pfipravu



dvou polyproteinu. Ty jsou po translaci ,rozstfihany” dvéma virovymi proteazami na 16 rliznych
protein (oznaCovanych jako nspl-16 — coz je odvozeno z anglického oznaceni ,non-structural
protein“ tedy nestrukturni protein). Tyto proteiny se nasledné ucastni sestaveni slozitého
proteinovy komplexu tzv. replikazy. Ta je zodpovédna za kopirovani koronavirové RNA a jeji
prepis do struktury protein(.

Na zakladé informaci, které byly zjiStény pfi studiu jinych koronavirt, zejména SARS-CoV, vime,
Ze fada téchto nestrukturnich proteini ma katalytickou funkci, ktera je pro zivotni cyklus téchto
virl nepostradatelna. Napfiklad proteiny nsp3 (PLpro) a nsp5 (3CLpro) maji funkci virovych
proteaz a jsou nezbytné pro dfive zminéné rozstépeni polyproteinli na jednotlivé nestrukturni
proteiny. DalSi nestrukturni protein je zodpovédny za aktivitu RNA helikazy (nsp13), tedy
enzymu schopného enzymaticky rozplést strukturu dvousroubovice RNA, ktera vznika pfi
kopirovani genetické informace viru. Bylo také prokazano, Zze nsp14 je exoribonukleaza, ktera
umoznuje viru do jisté miry kontrolovat spravnost replikované RNA. Je totiz schopna odstranit
nespravné zafazené nukleotidy na konci nové vznikajiciho fetézce RNA v pribéhu jejiho
kopirovani pomoci RNA-dependentni RNA polymerazy (RdRp). Kromé této funkce je protein
nsp14 schopen také metylovat guaninovou nukleobazi, ktera tvofi dfive zminénou €epicku na
zaCatku virové RNA molekuly. Na druhé strané, nspl15 ma aktivitu endoribonukleazovou, ktera
slouzi k rozkladu virové RNA po replikaci a virus ji zfejmé vyuziva k tomu, aby se vyhnul
¢asnému rozpoznani hostitelskymi bufikami, zejména makrofagy. Podobné jako nsp14 i nsp16
ma metyltransferazovou aktivitu, ale v tomto pfipadé nemetyluje guaninovou nukleobazi, ale
slouzi k metylaci cukerné &asti prvniho nukleotidu virové RNA, tedy dal$i modifikace, ktera je
soucasti Cepicky. Podobné jako u ostatnich RNA vir(i je pro replikaci virového genomu zasadni
zejména RNA-dependentni RNA polymeraza, tedy enzym, ktery je schopny pfepsat virovy
genom z puvodni +RNA do —RNA a vytvorit kopie +RNA, které jsou nasledné zabaleny do virové
kapsidy a dalSich virovych obald. U SARS-CoV-2 a dalSich koronavir( je tato funkce spojena

S nspl2.

Obecné Ize Fici, Zze v8echny tyto proteiny maji alespon urcity potencial stat se cili pro design
novych léCiv, diky své katalytické funkci a Casto také dobfe definovanému mistu vazicimu
substrat pro danou reakci (pfestoze napfiklad nsp15 neni v mnoha burikach pro virovou replikaci
nezbytny). DalSi nestrukturni proteiny hraji vétSinou podpurnou a aktiva¢ni roli. Napfiklad
kronavirova RdRp pro svou funkci potfebuje fadu podplrnych proteint, které vyraznym
zpusobem zvySuiji jeji aktivitu, jedna se o proteiny nsp7-9. Nsp10 je pak dalezitym aktivaénim
kofaktorem pro nspl4 a 16. PfreruSeni protein-proteinovych interakci mezi témito proteiny muze
proto také vést k pozastaveni replikace téchto vird. Je samozifejmé také mozné cilit na strukturni
proteiny SARS-CoV-2, které jsou kddovany posledni tfetinou virové RNA. Témto proteinim se
ale tento text nebude podrobnéji vénovat.

Lze pfedpokladat, Zze hlavnimi proteiny, na které se bude zamérovat pozornost medicinalnich
chemiku v blizké budoucnosti, budou zejména RdRp, obé proteazy a virova helikaza. Vyvoj latek
inhibujicich funkce nsp14-16 bude zfejmé spiSe okrajovy.

Pojdme se proto podivat na latky, eventualné typy latek, které by do budoucna mohly hrat
dalezitou roli v terapii SARS-CoV-2.

Nadéjné molekuly

UZ dnes je zfejmé, Ze hlavni slovo budou mit v terapii latky schopné inhibovat funkci RNA —
jako pravé terminatory fetézové polymeracéni reakce, ale spiSe dochazi k jejich inkorporaci do
RNA a naslednému ,opozdénému® ukonceni polymeracni reakce, jako je tomu u nukleotidového
derivatu remdesiviru. Podobny mechanismus ucinku by mohl mit také galidesivir (BCX4430),
ktery ale na bunénych kulturach nevykazuje zdaleka tak vyraznou aktivitu proti koronavirim
SARS-CoV a MERS-CoV jako remdesivir (obr. 1).



DalSi moznosti je tzv. letalni mutageneze, ktera je predpokladanym mechanismem uc€inku
favipiraviru. Letalni mutageneze je déj, pfi kterém mutagen nebo v tomto pfipadé IéCivo indukuje
takové mnozstvi mutaci ve virovém genomu, které je neslucitelné s udrzitelnosti kompaktnosti
genetické informace nutné pro zivotni cyklus viru. Virus tak zmutuje do takové miry, ze neni
schopen dalSi replikace a v principu umira. Na podobném principu pracuji také néktera dalsi
antivirotika, napf. ribavirin, ktery ale zatim neprokazal vyznamné;jsi aktivitu ani proti SARS-CoV,
ani SARS-CoV-2, prestoze nékteré klinické studie s touto latkou stale pokraduji. B-d-N *-
hydroxycytidine je v souCasné dobé také jednim z potencialnich nadéjnych nukleosidovych
analogl. Také u néj je pfedpokladanym mechanismem ucinku letalni mutageneze.
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Obr. 1. Pfiklady nukleosidovych a nukleotidovych derivatu s potencialnim G€inkem proti SARS-
CoV-2.

Tato data obecné naznacuji, Zze nova nukleosidova nebo nukleotidova analoga, ktera budou

v nejblizSi dobé designovana jako specificka 1é€iva proti SARS-CoV-2 pravdépodobné nebudou
klasickymi terminatory polymerazové reakce. To muze byt zpusobeno urc€itym korekénim
mechanismem, ktery si tyto viry vybudovaly a ktery je spojeny s vySe zminénou exonukleazovou
aktivitou nsp14. Prestoze je v dneSni dobé repertoar nukleosidovych derivatl s potencialni
aktivitou proti koronavirim pomérné omezen, |ze pfedpokladat, Ze diky enormnimu usili, které
bude v nasledujicich mésicich a letech vyzkumu téchto latek vénovano, bude objevena fada
novych, nebo jiz dfive znamych derivatu s potencidlem SARS-CoV-2 inhibovat a dostat se do
klinické praxe.

Druhou skupinou latek, ktera jisté najde své misto v 1é¢bé COVID-19 nebo podobnych
koronavirovych infekci, budou inhibitory proteaz téchto vir. Tyto latky jsou v sou¢asné dobé
hledany pfedevsim mezi jiz znamymi IéCivy. Mezi inhibitory prvni z nich PLpro muze patfit
napfiklad disulfiram, vyuzivany v klinické praxi jako podparna Ié¢ba u alkoholismu, pfipadné
nékteré derivaty merkaptopurinu, ktery je vyuzivan k Ié€bé pacient s autoimunnimi
onemocnénimi a rakovinou. Obé tyto latky jsou schopny inhibovat PLpro SARS-CoV nebo
MERS-CoV a mohly by najit uplatnéni také v tomto pfipadé.

Velké pozornost pak bude zfejmé vénovana vyzkumu inhibitord 3CLpro, ktera je hlavni
proteazou téchto virl a je zodpovédna za odstépeni nejvétsiho poctu proteint z plvodnich
polyproteinu vzniklych translaci. V sou¢asné dobé si pozornost ziskaly zejména latky schvalené
pro inhibici HIV proteazy. Jmenovité lopinavir, ritonavir, darunavir v kombinaci s combicistatem a
nékteré dalSi experimentalni preparaty. PfestoZe nékteré z téchto latek maji prokazatelnou
aktivitu jak na bunéénych kulturach, tak na zvifecich modelech SARS-CoV nebo MESR-CoV,



jejich ucinnost na pacientech s COVID-19 zatim nebyla prokazana. Je zcela zjevné, Ze obé
proteazy jsou vhodnym cilem pro protivirovou terapii a je zfejmé, ze se stanou dullezitou
soucasti terapie koronavirovych onemocnéni a predmétem intenzivniho studia, a to jak na ptdé
akademické, tak ve farmaceutickém pramyslu. V tomto pfipadé bude pravdépodobné vyzkum
znatelné potencovan strukturné biologickymi studiemi a molekulovym modelovanim.
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Obr. 2. Priklady inhibitort koronavirovych proteaz.

Poslednim molekularnim cilem, o kterém bude tento text pojednavat, je koronavirova helikaza.
Tento enzym hraje dllezitou ulohu v patogenezi koronavirovych onemocnéni. | pfesto je vyvoj
veétSiny latek spojenych s timto cilem ve velmi ranych stadiich a je znamo jen nékolik malo latek,
které jsou schopny tento koronavirovy enzym efektivné inhibovat. Jedna se pfikladné o latku
SSYAL0-001, inhibitor, ktery prokazal aktivitu proti helikazové aktivité SARS-CoV nspl3, bez
ovlivnéni spojené ATPazové aktivity. Naproti tomu adamantanova analoga zvané bananiny
vykazuiji aktivitu jak proti helikazoveé, tak proti ATPazové aktivité tohoto proteinu. Obecné se ale
virové helikazy povazuji za vhodné cile pro protivirovou terapii, a proto Ize olekavat, Ze budou
vyvijeny nové inhibitory i pro tento enzym.
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Obr. 3. Pfiklady inhibitord koronavirovych helikaz.

Toto je jen kratky pfehled moznych pfistupud k potencialni terapii koronavirovych infekci

s ohledem na nestrukturni proteiny téchto vird. Nejsou zde zohlednény strukturni proteiny, jako
napfiklad spike glykoprotein, nebo struktury hostitelskych bunék, které jsou nepostradatelné pro
virovou replikaci. | v tomto pfipadé bude zfejmé na prvnim misté studium latek, které jsou jiz

v aktivni klinické praxi a jejich schvaleni mize byt proto vyrazné rychlejsi. Jednim z takovychto
pFikladl je hydrochlorochin — latka, ktera inhibuje acidifikaci endosomu béhem infekce a
zabranuje vstupu viru do bunék.



VSechny tyto potencialni molekularni cile ale pravdépodobné budou v nejbliZ8i dobé vyuZity pro
nalezeni ucinné terapie pro COVID-19 a dalsi, obdobné zavazna koronavirova onemocnéni. Je
také velmi pravdépodobné, ze v budoucnosti budeme pfi zvladani COVID-19 pouzivat
kombinace takto ziskanych IéCiv a pfipadné pfistupovat k terapii v zavislosti na pribéhu
onemocnéni a stavu pacientl. Antivirovou léEbu bude nutné aplikovat co mozna v nejranéjSim
stadiu onemocnéni, zatimco pozdéjsi stadia budou spojena s pfehnanou imunitni odpovédi
organismu, tzv. cytokinovou boufi, (z anglického ,cytokine storm*®). Zde bude zfejmé vhodné
aplikovat IéCiva typu protilatek proti receptordm pro interleukin IL-6, jako napfiklad tocilizumab
nebo sarilumab, pfipadné proti dalSim receptortim, napf. CCR5.



