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2 Abstrakt

Infekci virem Zloutenky typu C jsou postizena asfo3swtové populace. Pokroky v
molekulérni biologii a lepSi znalost Zivotniho aykliru Zloutenky typu C fspivaji k vyvoji
specificky cilené l&by hepatitidy C. No¥ vyvijena I€ba se zartuje mimo jiné na vnini
vazebné misto pro ribozém (IRES), které je pro swgsokou sekveaini a strukturni
konzervovanost atraktivnim cilem terapie. Navidrtybice funkce IRES znemozZnitasny a
zasadni krok v zivotnim cyklu viru, translaci vilo\RNA, a zabranila tak propagaci viru.
Pristupy vedouci k inhibici translace jsou cileny ja& strukturu, tak i na nukleotidovou
sekvenci HCV IRES. Jako potencionalni budouci teuéipké latky jsou testovany jednak
syntetické nukleové kyseliny, antisense oligonutitBoa ribozymy, a také nizkomolekularni
latky. V této praci je ¥novana pozornostipdevsim nizkomolekularnim latkdm interagujicim

s IRES sekvenci.

Klicova slova: virus Zloutenky typu C, viit vazebné misto pro ribozém, translacéb&
Zloutenky typu C, inhibitory IRES

Abstract

Hepatitis C virus infects about 3 % of world’s p&giion. Progress in molecular biology
and better knowledge of hepatitis C virus life eyadontribute to the development of
specifically targeted antiviral therapies for HChhis new treatment also targets the internal
ribosome entry site (IRES), which is highly consehand therefore an attractive target for
intervention. In addition, inhibition of IRES fumeh could disable the propagation of the
virus early in the HCV life cycle. Novel therapastiare aimed both at the HCV IRES
structure and its nucleotide sequence. Small mtdecand synthetic nucleic acids, e.g.
antisense oligonucleotides and ribozymes, have bested as potential therapeutic
substances. In this paper particular attentioraid po small molecules interacting with HCV
IRES.

Keywords: hepatitis C virus, internal ribosome grdite, translation, hepatitis C therapies,
IRES inhibitors



3 Seznam zkratek

ALT Alanine transaminase,; alaninaminotransferaza
CSFV Classical swine fever virus; virus klasickéhoru prasat
elF eukaryotic Initiation Factor; eukaryoticky iraéni faktor

EMCV Encephalomyocarditis virus;  virus encefalohgalitidy

ETR End of Treatment Response;  odfabdosazena na koncidéy
HCV Hepatitis C Virus; virus Zloutenky typu C

IC Inhibitory concentration; inhibni koncentrace

IRES Internal Ribosome Entry Site; it vazebné misto pro ribozém
RNA Ribonucleic acid; ribonukleova kyselina

SVR Sustained Viral Response; setrvala virova wégo

UTR Untranslated region; nigkladana oblast



4 Uvod

Virus Zloutenky typu C je obaleny (+)RNA virdezeny do roduHepacivirus celedi
Flaviviridae. Genom viru Zloutenky typu C je dlouhyildizné 9600 nukleotid. Obsahuje
jeden oteveny éteci ramec a dvnegekladané oblasti (UTR)C teci ramec kdduje jediny
polyprotein, jenz je 8pen hostitelskymi a virovymi enzymy na 10 produke strukturni i
nestrukturni funkci. UTR na 3" i 5" konci genomu\Braji dileZitou roli kEhem translace a
replikace virové RNA. Po vstupu viru do itky a nasledném rozbaleni dochézi tiegl
k translaci virové RNA. Iniciace translace probitg specialni strukte v 5’UTR, jez je
velmi strukturg a sekvedtné konzervovana. Diky své funkci byla struktura pajoeéana
vnitini vazebné misto pro ribozom (Internal RibosomeESite; IRES) a bude podrogjn
popsana nize (praghled viz Joyce a Tyrrell 2010). Pro translacnaitivotni cyklus viru je
existence a funiost IRES sekvence naprostockia. \EtSina mutaci v oblasti IRES
zpasobuje bd’ nizSi &innost translace, nebo Uplnou ztratu schopnositvazozom, pokud
neni nasledovana kompegna mutaci pro zachovani struktury. Z toho vyplyzé,vSechny
Zivotaschopné viry musi obsahovat IRES sekvencimélre strukturré zachovalou (Pestova
et al. 1998).

Genom HCV je vysoce sekvam® heterogenni diky vysoké chybovosti virové replikaz
kterd postrada 3" -> 5" opravnou aktivitu. K chytonézgazeni nukleotidu dochazi jednou za
10 000 — 100 000 nukleofid coz @i dané délce virové RNA znamendilghizné jednu
bodovou mutaci ve virovém genomghem kazdého replikaiho cyklu. Vzhledem k faktu,
Ze se v chronicky nemocném jedinci wtiv@z bilion novych virovych partikuli dean
nevyskytuji se tedy v hostiteli sekvew zcela identické viry (proighled viz Thimme a
Roggendorf 2007). Takto vysokd ménarychlost pedstavuje velky problém vdge.

Virus Zloutenky typu C vykazuje diverzitu do té wize se jeho varianty popisuji
pojmem ,kvazidruhy”. Znamé virové genomy HCV s#idio 6 hlavnich genotypa v ramci
nich do dalSich 52 subtyp Mezi genotypy je sekvéni identita po celé délce genomu asi
66 - 69 %, mezi subtypy 77-80% a 91-99 % vaapednoho subtypu. Celoswové
rozsteni jednotlivych genotypse vyraza liSi. Zatimco genotypy 1b, 2a a 2b se vyskytuji
celosw¥toveé, ostatni genotypyipvladaji v utitych geografickych oblastech: genotyp 1la je
bézny v severni Evrap a USA, genotyp 3 je fpvazr zastoupeny na Indickém
subkontinentu, genotyp 4 v Africe a n&esinim vychod, genotyp 5 v jizni Africe a genotyp
6 v jihovychodni Asii (pro pehled viz Fishman a Branch 2009, Joyce a Tyrrel020



Virem hepatitidy C jsou v s@asné dob infikovana asi 3 % sitové populace. Pokud
neni infekce l&na, postoupi asi 70 % nakazenych do stadia ch@midekce, ktera five
vést az k cirhdze jater nebo vzniku hepatocelufé@ridarcinomu. Zadnasinna vakcina proti
HCV doposud nebyla vyvinuta.dthnost dosavadni &y pomoci pegylovaného interferonu a
ribavirinu je pimérné asi 50 %, Zehoz vyvstava snaha o vyvoj nové, efekdjgn l&by.
Takto nizké procento ¢innosti je dano tznou citlivosti genotyp na sodasnou lébu.
Zatimco pacienti infikovani genotypy 2-6 pozittvadpovidaji na l&bu v 70 - 80 % fipadi,
pacienti nakazeni genotypem 1 pouze v 45i%baoh. NejbizrejSi sowasné léebné schéma
sestava z pegylovaného interferarth (pipadré PEG-IFNe2a) aplikovaného podko&n
jednou tydg a ribavirinu podavaného ustkazdy den (Hugle a Cerny 2003).

Lécba je ¢asto Spaté tolerovana pacienty, u nichz dochazi k vyraznyrojgym
vedlejSich dinka. Mezi vedlejSi dinky |écby interferonem péit Gnava, symptomy podobné
chiipce a depreseékdy vedouci aZz k sebevrazdam. Pro kompenzatité efekti byvaji
pacienim podavana antidepresiva. Podavani ribavirinizenvést k vyvolani hemolytické
anémie, jejiz @sledky jsou zmitovany pomoci erythropoetinu. Navic je cha
kontraindikovana véhotenstvi, g depresich, anémii a oneme@aich poskozujicich jatra.
Pro velkouc¢ast infikovanych jedint se tak léba stava hdi nevhodnou nebo ji sami odmitaji
v obavach ze snizeni kvality Zivota (Kwoetgal. 2006).

Z davodu nizké dinnosti dosavadni &by se usiluje o vyvoj nové, tolerovat&jsi a
specifitejSi I&by Zloutenky typu C (Speciffically Targeted AntiairTherapies for HCV;
STAT-C). Tato je zarktena na charakteristické kroky v Zivotnim cyklu vitloutenky typu
C, jako nap. vstup do biiky, nebo na inhibici virovych enzyimjako jsou virova protedza a
virova polymeraza, ale také na inhibici funkce IRESvong et al. 2006). Kwili vysoké
mutaini rychlosti je vSak inhibice virovych enzynobtizna. V pipac IRES sekvence, ktera
je vysoce struktumh a sekvetin¢ konzervovana, by vSak potencionalni Iék nemusel
podstupovat slozité Upravyiipkazdé zmgné sekvence. Navic jsou vSechny dalSi kroky
v Zivotnim cyklu viru Zloutenky typu C zavislé ngedchozi translaci virovych enzyinktera
by pi uspiSném bloku IRES sekvence nebyla mozna. Tyto pognttk cElaji z IRES
sekvence velmi atraktivni cil budouci terapie (2003, Gallego a Varani 2002).

Cilem této prace je obeznamittende s dosavadnimi vysledky vyzkumu latek
interagujicich s HCV IRES a gipadnymi pokusy o jejich vyuzZiti vdée infekce virem
hepatitidy C.



5 HCVIRES

Virova RNA postradd na svém 5° konci methyl-guanogou ¢epicku, ktera by
zaji¥ovala nasednuti ribozOmu a tim produkci virovycloteini. K nasednuti ribozému
dochazi mimo samotny 5" konec virové RNA, v oblagtiera byla diky své funkci
pojmenovana vnihi vazebné misto pro ribozom (IRES). IRES sekvengenomu HCV byla
identifikovana jiz v roce 1992 (Tsukiyama-Koha&tal. 1992).

IRES sekvence HCV se rozklada t#mo celém 5"'UTR a zasahuje i do kdédujici oblasti
genomu HCV (viz Obr. 1). Zatek IRES sekvence se nachazi kolgwiicatého nukleotidu
5'UTR (Rijnbrand 1995). S@asti IRES je i iniciani kodén3*AUG a asi 12-30 prvnich
nukleotidi otewenéhcacteciho ramce (Reynolds al. 1995).

Obr. 1: Znazorgni 5’"UTR viru hepatitidy Y s
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Vnitini vazebné misto pro ribozém HCV je vysoce struktané. RNA této sekvence
vytvari diky komplementarét svych Usek ¢etné vlasenky, které Ize r@enit do jednotlivych
domeén II-1V. Vlasenka v doménll zahrnuje nukleotidy 44-118 a ma wéxenou strukturu
s rekolika smykami, které jsou zpsobeny kratkymi neparujicimi Useky. Doména Il
obsahuje slozZit vétvenou vlasenku, jejizasti se popisuji pismeny a-f. Parovanim mezi
smyckou llIf a nukleotidy 325-330 a parovanim nukledti@i26-134 a 315-323 se vyiva
pseudouzel. Vlasenka v don¥élyY obsahuje iniciani kodoén a k parovani 5’"UTR s kodujici
oblasti dochazi az do nukleotidu 354 (Lukavskwl. 2000, Hondaet al. 1996, Hondaet al.
1999, Wanget al. 1995).

VSechny vySe zmimé strukturni prvky jsou tdezité pro efektivni iniciaci translace
fizené HCV IRES. Mala podjednotka ribozému (40 $@risguje svou W)Si ¢asti gedevsim
se spodnéasti domény Il tvéené viasenkami llic-11If. 40 S je také v kontaktd@nénou lI,
kterd obsazuje misto E ribozomalni podjednotky aZiimje spravné navazani domeény IV,
kdy je iniciani kodén umisin piimo do P mista. Vrchridast domény lll, vliasenky llla-llic
jsou zodpowdné za vazbu elF3, jenz uniage efektivni vytvdeni 48 S komplexu navazanim
tRNAVeLelF2-GTP komplexu. Naslednynfipojenim velké ribozomélini podjednotky (60S)
pomoci elF5b vznik4 cely 80 S komplex ribozomipmveny na translaci (Pestowh al.
1998, Kieftet al. 2001, Boehringeet al. 2005, Lukavsky 2009).

Na usgsné translaci virové RNA a produkci virovych pratezavisi cely Zivotni cyklus
vira. Elegantnimu zneuziti trangl@ho aparatu hostitelské iiky jedingnou IRES sekvenci
HCV by se vSak dalo zabranit vyuzitim p¢§eji unikatnosti. Inhibice IRES sekvence viru
hepatitidy C by umaiovala z&sah proti virove infekci jiz v rané fazardiniho cyklu HCV.

6 Bunééné RNA interagujici s HCV IRES
MicroRNA (miRNA, miR) jsou malé, 21-25 nukleotiddlouhé, nekddujici molekuly

RNA, které se v hice podili na posttranskeipi, sekvetné specifické regulaci genové
exprese (Pillai 2005). Podle miry komplementaritgilsvou sekvenci je mRNA liu
degradovana, nebo je zab¥Aa jeji translaci. Rozeznavana sekvence séastji nachazi
blizko 3" konce mMRNA. Cilem pro miRNA vSak nejscaupe butcné mRNA. Ukazalo se,
Ze ukité burecné miRNA jsou schopné parovat i s virovymi RNA. Maohtak slouzit jako
antivirova obrana hiky (Lecellier et al. 2005). Zarova ale bylo zjis¥no, Ze &které viry
vyuzivaji €chto molekul ve svém Zivotnim cyklu, ba co vicgitgr DNA viry koduji vlastni
MiRNA (Pietschmann 2009).



6.1 mMiRNA-122

Jako prvni z miRNA interagujicich s HCV byla popsdniRNA-122, ktera je specificky
piepisovana v jatrech, kde tifcaz 70 % z celkového ptu miRNA (Lagos-Quintana&t al.
2002). Krong regulace butnych mRNA se véaze tato miRNA na dwazebnd mista
v 5'UTR genomu HCV (viz Obr. 2). K prvnimu WatsongRovskému parovani dochazi
mezi 5" koncem mMiRNA-122 a nukleotidy 22-30 HCV RNRdruhému pak afp mezi
5" koncem miRNA-122 a nukleotidy 38-43 HCV RNA (llog et al. 2008). Pray druhé
vazebné misto, jez dAsti gekryva zaatek IRES sekvence, by teoreticky mohlo ostivat
acinnost virové translace.

Ucinek vazby miRNA-122 na HCV RNA byl v3akigkvapujici. Zatimco vazba
MiRNA-122 na cilovou sekvenci uméabu v 3'UTR mRNA fsobila represi translace, jak
se a@ekavalo, interakce s5UTR HCV ném na translaci Zadny vliv. Naopak bylo
pozorovano, Ze vazba miRNA-122 umaje zvySenou akumulaci virové RNA. Vikach,
ve kterych nebyla miRNA-122 detekovana nebo bylavdzgna pomoci antisense
oligonukleotidu, dochazelo ke ztéavirové RNA (Joplinget al. 2005). Mut&ni analyzou
bylo také prokazano, Ze pro efektivriispbeni miRNA-122 musi byt obsazena elazebna
mista, tzn. musi byt navazanysdwolekuly miRNA-122 na jedné virové RNA (Jopliegal.
2008).

Pokud se prokaze role miRNA-122 v replikaci virkgazasadni, mohlo by vyuzitdhto
poznatki v boji proti Zloutence typu C spivat ve vyvoji terapeutik cilenych prawna
mMiRNA-122 (Jopling 2008). Efektivni, vratna inhibi@aktivity miRNA-122 by se tak mohla

stat novym nastrojem proti Zloutence typu C.
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6.2 miRNA-199a*

Murakamiet al. pojali hledani moznych vazebnych mist miRNA v gandHCV z jiného
konce. Pomoci analyzyn silico identifikovali cilovou sekvenci pro miRNA-199a*imo
v IRES sekvenci (Murakangt al. 2009). K parovani zde dochazi mezi 39 az 62 ntiklem
v zavislosti na genotypu HCV, tedy naatku domény Il HCV IRES (viz Obr. 3).

Vazba miRNA-199a* na HCV RNAdInné snizuje replikaci virové RNA. Usuzuje se, ze
pii¢inou je znemozZi translace virového polyproteinu nebo navozergrattace virové
RNA (Pietschmann 2009). Jednalo by se tedy o st@@ghanismus, kterym jsou regulovany
buntcné mRNA. BohuZel fesny mechanismus nebyl doposud prozkouman.

mMiRNA-199a* se v jaterni tkani, ktera jeifomnosti HCV v infikovanych jedincich
nejvice postizena, vyskytuje pouze v nizkych kotregich. Alternatival |ze pra¥ hojnost
viru v jaterni tkani vysgtlit nedostatkem miRNA-199a*, jejiz negativni viiva replikaci
HCV je zcela ,pevalcovan“ opanym vlivem miRNA-122 (Pietschmann 2009).

V experimentalnich podminkach se miRNA-199a*&kila jako agens cilené na IRES
sekvenci a majici negativniciaek na HCV. Vyuziti této molekuly nebo molekul od
odvozenych je vSakigba zvazit kili jeji roli v bunce. Bylo identifikovano &kolik geni,
jejichz expresni urovebyla znénéna nadmirnou @itomnosti miRNA-199a* (Murakamet
al. 2009). Vliv miRNA-199a* na cely organismus i naiku samotnou by # byt dokie

zmapovan fed uvahami o jejim terapeutickém vyuziti.
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7 Uméle pripravené RNA a DNA interagujici s HCV IRES

Na sekvenni komplementarét HCV RNA a potencionalniho terapeutika je zaloZzéna
technologie antisense oligonukedti@ ribozynii. Otazkou vSak ustava, jestli sekveime
zantiené agens by bylo schopno udrzet svoji efektivitu nezbyté dlouhou dobu pro
zajiseni inného antivirového {sobeni. Velka heterogenita genomu HCV spolu s wysok
mutani rychlosti jsou vtomto ffpac zna&nou pekdzkou. Cileni terapie na vysoce
konzervovany usek genomu, jako je grdRES sekvence, by snad mohlo umoznitégspu
realizaci této metody. lips vysokou konzervovanost vSak k mutacim v tétoesed dochazi
a je mozné, Ze pocholika replikacich za {sobeni selakiho tlaku timto agens dojde
k selekci rezistentnich kIGrHCV.

7.1 Antisense oligonukleotidy

V této metod je vyuzito nukleovych kyselin, obvykle asi 25 neddida dlouhych, pro
narusSeni translace diky Watson-Crickovskému parioganilovou RNA (Scherer a Rossi
2003). Podob¥ijako u miRNA niize dochazet po této interakci k znemo#ntranslace nebo
i k degradaci cilové mRNA.

Vyhodou oligonukleotid je moznost jejich snadné Gpravy pro vylepSeniksgiey a
efektivity vazby na cilovou RNA. Nevyhodou je mozirderakce s dalSimi bdgdnymi
komponentami, jako jsou proteiny a mRNA molekuly, nézka Zivotnost v plazin
(ta2 =40 - 70 min) (McHutchinsod al. 2006).

7.1.1 ISIS 14803

ISIS 14803 je antisense oligodeoxynukleotid odvgzed ISIS 6547, cileného na IRES
HCV (Zhang et al. 1999). Rwvodni cytidin ISIS 6547 je vISIS 14803 nahrazen
5-methylcytidinem,¢imzZ zvySuje afinitu oligonukleotidutii cilové RNA a sniZuje jeho
prozartlivou povahu. ISIS 14803 je 20 nukleatidlouha molekula komplementarni k HCV
RNA v useku mezi 330 a 349 nukleotidenti \Rzke tedy dochazi kigkryti iniciatniho
kodénu a jeho blizkého okoli, a tim i k inhibicamislace virové RNA. Inhibni (inek na
translaci zavislou na HCV IRES, prokazany ve studiivivo, dosahoval az 50 %fip
davkovani 6 mg/kg vahy zdte. Translace zavisla ngepicce nebyla ovlivina az do
vysokych davek ISIS 14803 (Zhasgal. 1999).

-11 -



Vliv ISIS 14803 na virovou naloz (pet kopii virové RNA na ml séra) byl zkouman
v Klinické studii provadné McHutchinsonemet al., 2006. T z osmadvaceti pacieht
infikovanych HCV vykazovali vyrazny pokles virovélnZe (o vice nez jeda@d) po I€b¢
intravendzg ¢i subkutan® podavanym ISIS 14803 v davkach 2 mg/kpgné hmotnosti
tiikrat tydre po dobu 4 tydd. NejzavazgjSim nezadoucim dankem kEhem I€by bylo
zvySeni sérové hodnoty ALT,fippubkutannim podani d&a pak reakce v mistpodani
(McHutchinsonret al. 2006).

Podavani ISIS 14803 po dobu 4 tydnevedlo k vyrazné selekci mutovanych variant
HCV, které by byly wc¢i tomuto oligonukleotidu rezistentni (Soler 200BalSi studie tohoto
agens vSak byly zruseny (Franciscus 2010).

7.2 Ribozymy

Ribozymy jsou molekuly schopné rozeznat specificRNA sekvenci a enzymaticky ji
Stepit. Unmkle syntetizované ribozymy mohou byt navrZzeny prépéni téndt jakékoliv
sekvence prostou zZmou parujici sekvence jejich vazebného mista pbstsat (Daslet al.
2005). Samazjme je této metody vyuzivano ifiphledani antivirovych agens. Ribozymy
konstruované proti HCV jsowtsinou cilené do nekddujicich oblastiegevsim do 5’"UTR a
IRES sekvence, nebge tatocast genomu HCV vysoce konzervovana (Higle a CedOgR
Stepeni virové RNA v oblasti IRES by pak znamenaloraogreni translace, a tim produkce
virového polyproteinu.

Jednim z vyvijenych kandidatpro Kklinické vyuziti byl Hepatozyme (Ribozyme
Pharmaceuticals Inc.), ktery prokazaininou antivirovou aktivitu a selektivitu v b&nych
kulturach. Winnost i 1é¢bé infikovanych pacierit v3ak byla niz&i nez 10 % (Hugle a Cerny
2003). Kuli nizké &innosti, horsSi toleranci a vedlejSimeitkam byla studie zruSena
(Franciscus 2010).

8 Nizkomolekularni latky interagujici s IRES

Novym pistupem v boji proti Zloutence typu C je snaha tezeni nizkomolekularni
latky, ktera by ovliiovala a pokud mozno inhibovala funkci HCV IRES, tpadala
negiznivé vedlejSi dinky a byla dobe tolerovana pacienty (Jeffersenal. 2004). Takova
latka by pak byla pouzitelna jako dopknnebo dokonce nahrada interferon-ribavirinové
lécby. Zadouci je, aby antivirové agens interagovalkeciicky s HCV IRES na zéklgdeho
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struktury a ne na zakladeho sekvence, neige to zejména struktura, jez didie IRES
acinnost @i translaci. Pekonal by se tim také problém rychlé mutagenezengku kloni
rezistentnich &¢i sekveriné specifickym l€ivam.

Hledani takovych latek by se vSak datorgvnat k hledani ,jehly v kupce sena“¢kolik
studii se jiz s#Simi nebo menSimi U8phy o identifikaci takovych latek pokouSelo.
Prozatim se vSak Zadna z popisovanych latek negropala ke kyZenému cili stat séilem
proti Zloutence typu C.

Nasledujici kapitola bude probrana podrghn neba® si myslim, Ze prav

nizkomolekularni latky maji nejiSi potencial stat se specifickym inhibitorem HQREIS.

Obr. 4: Struktura kyanokobalaminu.
Prevzato zpubchem.ncbi.nlm.nih.gov
SID 46509031

8.1 Vitamin B12

Kobalamin a jeho formy — kyanokobalamin, methylKdab@n, adenosylkobalamin,

hydroxokobalamin — p&tdo komplexu vitaminu B12. Zaklad jejich struktyey corrinovy
kruh, sloZzeny z propojenych heteroadykis koordindné vazanym atomem kobaltu (viz
Obr. 4). V lidském dle je potebny hlavé pro spravnou funkci nervového systéemu a
krvetvorbu.

Afinitni chromatografii byla prokazdna schopnogawiinu B12 specificky se vazat na
RNA molekuly tvdici pseudouzly (Lorsch & Szostak 1994). Jelikoz $Rébsahuje i tento
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Gtvar a kobalaminy se hajrvyskytuji v jatrech, byl testovartinek vitaminu B12 na IRES
(Lott et al. 2001). Bylo zji&no, Ze v pitomnosti vitaminu B12 dochazi k snizeni miry
translace zavislé na HCV IRES az o 60 %.

Dale Lottet al. zkoumali selektivitu inhiiniho &inku kyanokobalaminu na translaci v
experimentuin vitro (Lott et al. 2001). Translace zavisla n#picce byla ovlivina az
vyraznym nadbytkem vitaminu B12, prayaddobr z divodu nespecifické inhibice.
Inhibi¢ni &inek vitaminu B12 nebyl pozorovan ani u konstiukbsahujici EMCV IRESiI
CSFV IRES, cozZ poukazuje na vysokou specifitu vaataminu B12 pray na HCV IRES.

Mechanismus, jimz vitamin B12 inhibuje transla¢i@V IRES, nebyl doposud detailn
prozkouman. Moznost vyvazani jednoho nebo vice ytagbh translanich faktofi nelze
vylowcit, ale je velmi neprawgpodobna, neltbtranslace z HCV IRES je pamé nenargna
na translani faktory a zadny faktor vyuzivany pouze IRES HQ®@¥byl identifikovan.
Usuzuje se tedy, Ze jde #imou interakci mezi vitaminem B12 a RNA IRES seloeenebo
o stabilizaci komplexu IRES sekvence a ribozémug{lal. 2004). Ze strany IRES sekvence
se na citlivosti k vitaminu B12 podili doména NgKj zjistil Li et al., 2004. Ve svém
experimentu fenesli doménu IV zHCV IRES (inhibovatelného vitaemn B12) do
odpovidajici pozice v IRES CSFV (neinhibovatelnéhiaminem B12). Vysledkem bylo
funkeni chimerické IRES, které bylo mozno inhibovat mtaem B12, opt s poklesem miry
IRES-zavislé translace o 60%.

Faze translace,¢hem niz vitamin B12 {sobi jako IRES inhibitor, byla &&na pomoci
metody toeprint a centrifugaci v sachar6zovém eradi (Takyar, Gowans a Lott 2002).
Metoda toeprint stanovuje pozici translatujicidioaémi na testované RNA. K tomu vyuziva
primeri hybridizujicich nize od IRES sekvence, které jsprodluzovany reverzni
transkriptazou do té doby, nez se setka s nasednutpozomalnim komplexem.
Nekolikanasobg veétsSi ribozom zabtiguje dalSi syntéze noveho vliakna cDNAiL BrySeném
vyskytu ribozému v ufité poloze na templatu dochazi ve éin k akumulaci no¥
syntetizovanych vlaken ¢ité délky. Zastoupeni vlidkeriznych délek odpovida intengifim
piislusného signalu na sepaman gelu. ZvysSeni intenzity signalu, odpovidajiciho poloze
ribozému s inicianim kodonem v P mi&t dokazuje, Ze k inhibici translace pomoci vitaminu
B12 dochazi jiz ve fazi iniciace. Naslednou cengéci v sachar6zovém gradientu bylo
Zjisténo, Ze takto inhibované ribozomalni komplexy jsastaupeny fevazi ve forne 80 S
(Takyar, Gowans a Lott 2002). Zaitemnosti vitaminu B12 tedy dojde k normalnimu,

kompletnimu sloZeni ribozému, ktery je vSak zadmiampd@atku translatované oblasti.
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Moznym vyswtlenim takto specifické vazby &iaku vitaminu B12 pouze na HCV IRES
je vyuziti této latky virem jako regulatoru vlastimanslace a replikace (Lo#& al. 2001).
Polymeraza postupujici od 3" k5" konci virovehmpéatu nenize soup#t s ribozoOmem
translatujicim op&nym sngérem. Zastaveni ribozoémuélem iniciace translace by tak
poskytlo ¢as k vyisteni templatu, a tim jej Zpstupnilo pro replikaci. Tuto hypotézu také
potvrzuje fakt, Ze existuje vztah mezi virovou r#la koncentraci kobalaminu v krevnim
séru. Zavislost logaritmu virové naloZze na konamitséroveho kobalaminu ma sigmoidalni
tvar s ostrym fechodem mezi hodnotami 150 pM a 250 pM. V tomtokusdochazi
k prudkému ndrstu o d¥ jednotky tzn. stonasobné zvySeni virové nalozdt @al. 2001).

Nedavna studie se zabyvala dalSim vztahem meznvitan B12 a HCV. Prokazala, Ze
pacienti s vySSi hladinou kobalaminu v krvi Iépepoddaji na sotasré probihajici
interferon-ribavirinovou l&u (Rosenberg a Hagen 2010). Z prvni skupiny jeédigjichz
koncentrace sérového kobalaminu byladozahajenim by vyssi nez 360 pM, doSlo u 96 %
ke sniZzeni mnoZstvi viru v organismu pod detekdrmatehranici po ukokeni I&by (ETR). Z
jedinai s koncentraci kobalaminu nizsi nez 360 pM dosEAIR jen 68 %. Ees takto odliSny
vysledek na drovni ETR, rozdil mezidhi skupinami se po Sestigsicich od ukogeni &by
(SVR) podstaté zmensil. Fitomnost viru astala nezjistitelna u 65 % paciéngrvni skupiny,
v druhé skupi#é dosahlo tohoto stavu 52 % pacient

Ze vSech dchto poznatk je atividné, Ze existuje jisty vztah mezi B12 a HCV.cemi
¢asti vitaminu B12, ktera je zodp#na za inhikini inek na HCV IRES, a ilesného
mechanismu inhibice by se dalo vyuZiti konstrukci antivirového agens s vysokou
efektivitou a zarowe specificitou na HCV (Lotét al. 2001).

8.2 Phenazinové derivaty

M¢érenim Grove translace reportérového genn vitro byla prowiovana knihovna
132 000 slotenin na inhibini (¢inek na translaci zavislou na HCV IRES (Wang e2@0D0).
Latky, které inhibini (Cinek prokazaly, byly dale testovany na cytotoxicilako vysledek
zastalo rékolik tiéid latek aktivnich v pottgeni translace zavislé na HCV IRE8 powasné
nizké darovni toxicity. Derivaty phenazinu byly vgmy pro dalSi testovani jako
HCV IRES inhibitory.

Phenazin (dibenzopyrazin) je planarni molekula pagici se anthracenu, avSak misto
uhlika 9 a 10 se v jeho strukiinachézeji atomy dusiku (viz Obr. 5A). Jeho dérivéutralni
cervair (viz Obr 5B), se ukazal jako velmiciany inhibitor HCV IRES, jehoZ inhibni
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koncentrace 16 byla 0,02ug/ml (ICso je velkina vyjadujici koncentraci latky, ip niz je
dosaZzeno poloviny maximalniho inhihiho &inku) (Wang et al. 2000). Neutraldéervei
byla v experimentech podrobena strukturnim modgikg aby byl odstraim jeji barvici
acinek. Vzniklé analogy byly aft testovany jako inhibitory HCV IRES.

Analogy s tzv. ,otefenym“ centralnim kruhem, tj. se z&nou centralniho cyklu za NH
¢i CO linker, vykazovalyfadow niZSi aktivitu @i inhibici translace zavislé na HCV IRES.
Pokles v aktivié pravdEpodobre zagicinilo zvétSeni Ghlu mezi postrannimi arylovymi
skupinami zfisobené uvedenou zé&nou. Centralni kruh ve struk®i neutralnicerverg tedy
hraje zasadni roli v inhibici HCV IRES. Z&ma funknich skupin vazanych na phenazinovée
jadro ve ¥tSir¢ pipadi vedla k vyraznému poklesu aktivity nebo kiusdu toxicity latky,
stejreé jako modifikace centralnich at@ndusiku (Wang et al. 2000).

Jeden z derivatphenazinu, latka 170, byl testovan jako antivir@agens zagtené proti
HCV invivo (llan et al. 2002). Do imunosuprimované mysi, byl transplaatogép lidskych
jater, infikovany virem hepatitidy @x vivo. Takto bylo Uspdre infikovano az 95 % zvat.
Ve dnech nasledujicich po transplantaci byla u my&ena virova naloz. Zp@tku doslo
k prudkému poklesu virové naloze, coz odpovidéasini séra od virové RNA, ktera byla do
zvitete fenesena spolu s transplantatendhé8n patého dne ovSemcasm virova naloz
stoupat a fblizné 18. den po transplantaci dosahla maxima. Pot&&ir@loz z&ala ot
klesat, aZz se kolem 35. dne dostala pod detekowvatdiranici. Na zakladtoho, Ze ve gpu
byla gritomna i (-)vidkna HCV usoudili auitip Ze byl nadéist virové naloze zjsoben replikaci
viru v infikovaném &pu (llan et al. 2002). Vysledkem tby 1 mg 170 podavaného
intraperitoneald po 4 dny, tedy 0,25 mg/den, byl pokles virové aéle HCV-pozitivnich
zvifatech z 3,6 x T0na 5,7 x 1BHCV RNA kopii/ml séra. Zarovedoslo I&bou ke snizeni
procenta HCV-pozitivnich ziat z 95 % na 71 %, &eno den po ukafeni I&by. Ackoli
béhem g@ti dni po ukorteni &by obé hodnoty ogt znané stouply, nedosahly hodnot pro
nel&enou kontrolni skupinu. Redéki inek latky 170 pitom pravé&podobr nebyl
zpisoben posSkozenim &, nebd bylo pouzito mnozstvi vyrazZnnizSi nez maximalni

tolerovatelna davka.

N. |
= ,N\@NﬁNHZ
Q :O N7 CH,
A. N B.

Obr. 5: A: Struktura phenazinui®vzato zoubchem.ncbi.nim.nih.go8SI1D 85088569

B: Struktura neutralnierverg. Prevzato z Wangt al. 2000
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8.3 Biaryl guanidiny

Biaryl guanidiny byly identifikovany jako inhibitgrtranslace zavislé na HCV IRES
invitro (Jeffersoret al. 2004). Mira inhibice translace zavislé na HCV IRB#a asi 2,5krat
vétSi nez inhibice translace zavislé ¢gpicce. Jako zakladni struktura pro dalsi studii byl
vybran guanidin, v jehoz obou NKkupinach byl nahrazen vzdy jeden vodikovy atorah(yi
byl nezbytny pro zachovani inhdni aktivity) - vjedné NH skupire 2-fenyletylovou
skupinou, v druhé NH skupiré pyrimidinovym kruhem spojenym s guanidinene® CG
pyrimidinu.

Naslednd studie zabyvajici se vlivem modifikacirayt® zakladni struktury na inhépii
acinek latek prokazala nezbytnostitpmnosti guanidinu (viz Obr. 6) jako centralni Zdg
struktury, neb® jeji nahrazeni zcela odstranilo inkibi (inek latky. Také ¥tSina dalSich
modifikaci — substituci, adici, eliminaci — vedladbk poklesu inhibiniho &inku na HCV
IRES-zavislou translaci, nebo ke snizeni selektivihibice (Jeffersomt al. 2004).
navazany dva methylové zbytky a skupina -OffgN(CHs). (viz Obr. 7). Pro tuto latku byla
zjiSttna hodnota Ig 2,1uM. Translace zéavisla na HCV IRES byla inhibovanaldat
acinngji nez translace zavisla gapicce (Jeffersomt al. 2004).

Z—TI
Z2—T

H” \H/ “H Obr. 6: Struktura guanidinu
Prevzato zoubchem.ncbi.nlm.nih.qo8I1D 46507543

S NH N =~ _- _ o
= R  Obr. 7: Struktura biaryl guanidinu.
R? Prevzato z Jeffersoet al. 2004
R'=Me
R*= O(CH>);—N(Me),
'l_l
R"'= Me
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8.4 Peptidové aptamery

DalSi skupinou potencionalnich ihibitoaktivity HCV IRES jsou peptidové aptamery.
Peptidy¢i proteiny jsou schopny se vazat na RNA. Tato vazbak neni vzdy selektivni.
Muze byt zgsobena pouze elektrostatickymi silami vznikajicimezi klad@ nabitymi
aminokyselinami a zapogn nabitou cukr-fosfatovou kostrou molekuly RNA. Tako
interakce je samadejmeé v hledani specifického HCV IRES inhibitoru nezadiouelikoz je
HCV IRES vysoce strukturovane, bylo by zahodno viygiaw této vlastnosti jako cile
budoucich terapeutik.

Aby nedochéazelo k nespecifické véamezi zkoumanou latkou a RNA IRES sekvence,
byla knihovna cyklickych peptid (¢itajici enormni mnozstvi — 10 bilidrraznych peptid)
podrobena &kolika seleknim krokim (Litovchick a Szostak 2008).¢Bem nich se zkoumal
pon®r (¢innosti vazby peptidu na HCV IRES a konkufeh RNA. Postupé doSlo
k vytiidéni peptidu stokratdinngji se vaziciho na HCV IRES.

Dale byla zkoumana schopnost toho peptidu inhibtnatslaci zavislou na HCV IRES
invitro. ICso byla nandfena 95 nM pro linearni formu a 64 nM pro formu ogkbdu (i
koncentraci mMRNA 50 nM). Translace zavisladgepicce fitom nebyla pitomnosti peptidu
inhibovdna az do koncentraceuBl, coZ dokazuje, Ze Slo o vysoce specifickou intiibi
translace zavislé na HCV IRES (Litovchick a Szosak8).

Sekvence vybraného peptidu byla MKCSRGIRCAGVLCGS\HEHHHHHRL, z ¢ehoz
poly-H Usek pedstavuje histidinovy tag slouZici k jeho purifika€yklické formy bylo
dosaZzeno reakci peptidu s m-dibromoxylenem, jehaistpdnictvim doslo k dvojimu
propojeni peptidu ii@s dva benzenové kruhy — Cysl s Cys2 a Cys3 s Riskzkoumani
minimalni aktivni struktury peptidu se zjistilo, Rekoncovy usek KCSRGIRC je schopen se
v linearni i cyklické forn$ vazat na HCV IRES i inhibovat translaci zavisl@hhCV IRESin
vitro, s 1Go 125 nM pro linearni formu a 76 nM pro formu cykiiw. Tento fragment neth
inhibi¢ni (Cinek na translaciies ¢epicku az do koncentrace . Pokles inhibini aktivity
vaci pavodnimu 27meru nejspis odrazel podil histidinovédgu na vazb k RNA. Celkow
lepSi vazebna schopnost a specificita cyklickyalerfo pravédpodobré odrazela entropickou
vyhodu jejich pirozené struktury (Litovchick a Szostak 2008).

Velice slibné vysledky Litovchicka a Szostaka v3afy zahy odvolany, nebose
uvedenou inhibici IRES-zavislé translace pomoci evyZmirgnych latek nepoddo

reprodukovat ani K. Berrymu z labor&tal. A. Doudnové ani auton samotnym (Litovchick
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a Szostak 2009). Tento nedsb vSak neznamena, Ze inhibice translace zavislMAaIRES
pomoci peptidovych aptamieneni mozna.

8.5 Mifepriston

Mifepriston (také VGX-410, RU-486, nebo [}]4-(dimethylamino)fenyl]-1B-hydroxy-
17B-(prop-1-ynyl)estra-4,9-dien-3-on, viz Obr. 8) jétka steroidni povahyigobici jako
antagonista glukokortikoidového receptoru.fPatezi hormony indukujici menstruaci a ma
abortivni &inky. Vyhodou je, Ze mifepriston byl jiziye v klinické praxi pouzivan.

V nedavné studii byl také prokazan antivirowingk mifepristonun vitro (Kim 2007).
Ovlivnénim funkce ¢i struktury proteinu mov34, ktery jgenem elF3 komplexu, brani
interakci mezi elF3 a HCV IRES, a tim vzniku 43Smiexu elF3-IRES-40S, ktery je
nezbytny pro zahajeni translace. Mifepriston tedinteraguje fimo s HCV IRES, festo je
fazen mezi inhibitory funkce HCV IRES (Kim 2007).

Piitomnost 1QuM mifepristonu v médiu &nné¢ snizila mnoZzstvi intracelularnich
HCV RNA na asi 310 kopii, coZ byl vyrazny poklefciv ,nelécené” kontrole, kde se
vyskytovalo asi 850 kopii na bku (Kim 2007). Ukazalo se, Ze tato latka inhibugnslaci
zavislou na HCV IRESipkoncetraci 1-21M, a to asi z 50 % (Litovchick a Szostak 2008).
Translace zavisla ngpicce neni fi téchto koncentracich mifepristonu ovigma.

Diky predchozi zkuSenosti s mifepristonem z klinické prarerychle dostal do druhé
faze Klinickych test jako HCV IRES inhibitor. Bohuzel v této fazi i gkl z divodu nizkée

efektivity. Studie byla proto zruSena (Francisc03®.

Obr. 8: Struktura mifepristonu.
Prevzato zoubchem.ncbi.nim.nih.gov
SID 56313765
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9 Zavér

Inhibice translace zavislé na HCV IRES bez negétlvnkinki na buiku je velmi
lakavym cilem vyvoje novych & proti Zloutence typu C. Znamenala by zastaveni
propagace viru ve velndasné fazi zivotniho cyklu HCV, coz je samgmk zadouci.

Podle modelu regulace exprese &unych mRNA byly identifikovany miRNA
interagujici s HCV IRES. Specificita jejicitidku se vSak neomezuje pouze na HCV IRES,
nybrz se podili také na regulaci expresegitich bureénych mRNA. Ovlivrgni jejich
mnoZstvi pop funkce se tak projevi na expresnim profilu celékly. Moznost vyuZziti
mMiRNA je tedy velice diskutabilni, jelikoZz by mohlmit fatalni disledky pro organismus
nakazeného.

V dosavadnim vyzkumu nejdale po&tlovyvoj latek cilenych na HCV IRES pomoci
sekverni komplementarity syntetickych RNA. Oba nejsbf@ piipravky, antisense
oligonukleotid ISIS 14803 i Hepatozyme, vSak nealyst klinickych testech zidvodi nizké
acinnosti. Prosté sledovani sekvenci u viru s talokgs mut&ni rychlosti, dle mého nazoru,
ziejme nepovede k vyznamnym objaw, jeZ by byly dlouhodabaplikovatelné.

Experimentald byly identifikovany nizkomolekularni latky interagci selektivi
s IRES strukturou. Tentofigtup se mi jevi jako slifsi, nebd struktura IRES musi byt
vysoce konzervovana, aby mohla zajistiéinou vazbu transtdiho aparatu hiky.
Jedin€nosti HCV IRES by se tak dalo vyuZzit v boji proggatiticc C. Budouci vyzkum by
mel tedy byt zandten spiSe na odhaleni latek owiliyicich strukturu a dynamiku IRES, a tim i
jeji funkénost.

Molekularre biologické pistupy odhaluji nové moZznosti cileni specifické&blg
Zloutenky typu C. Snad se v budoucnu godadiky HCV IRES inhibitodm dostat toto

zavazné onemoeni pod kontrolu.
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