Daniel Sojka

Inhibice proteaz - (r)evoluc¢ni
navrat provérené taktiky boje
s infek¢énimi chorobami

Moderni védecké pristupy zaloZené na genomice a molekularni biologii vyraz-
neé urychluji identifikaci klicovych molekul podilejicich se na patogenezi infek-
¢nich onemocnéni. Ta pritom stale patii mezi hlavni faktory ohrozujici zdravi
a prosperitu rostouci svétové populace. Mezi klicové proteiny produkované
patogennimi organismy se radi cela skala proteolytickych enzymu (proteaz).
Moznost cilené inhibice proteaz virid, patogennich bakterii a paraziti pomoci
nizkomolekularnich inhibitori predstavuje zdsadni strategii pro hledani novych
terapeutik proti zptisobovanym chorobam. Ze ti'i novodobych prikladu, uvede-
nych v nasledujicim prispévku, lze vypozorovat probihajici renesanci racio-
nalniho designu inhibitori proteaz jako osvédcené cesty k novym lékiim na toho

vev s

pandemii covidu-19.

Protedzy - vyznamné faktory virulence

Infekéni nemoci vyvolava jejich ptivodce.
Tim mohou byt rtizné mikroorganismy —
nejcastéji bakterie nebo viry, znacné cast
infekénich chorob je také zptisobovana
parazity. Termin parazit pochazi z klasic-
kého feckého slova, které se pouzivalo
k oznaceni , hosta, ktery pfijde na vecefi
a neodejde”, nebo ,tfidy knézi, ktefi méli
jidlo na vefejné naklady“ (Clitodemus,
Athenaeus Grammaticus, asi 378 pt. n. 1.).
V modernim medicinském pojeti slovo
parazit oznacuje eukaryotické organis-
my, které Ziji v hostitelich (endoparaziti)
nebo na nich zevné parazituji (ektopa-
raziti) a maji prospéch ze ziskavani zivin
na jejich dkor (odtud cesky ekvivalent
cizopasnici). Mezi parazity se pfitom fadi
eukaryotické organismy od jednobunéc-
nych protist az po sloZité mnohobunééné
Gervy a krevsajici ¢lenovce, nefadime mezi

né houbové organismy (i kdyz v 8irsim
biologickém pojeti mohou mit rovnéz pa-
razitické strategie podobné jako prokaryo-
ta). Existuji stovky druhii parazitd infikuji-
cich ¢lovéka. Globalné se za nejrozsifensjsi
endoparazitarni infekce ¢lovéka povazuji
toxoplazméza (ptivodcem je toxoplazma),
enterobidza (roupy), askariéza (Skrkav-
ky), ankylostoméza (méchovci) a tricho-
moniaza (bi¢enky). Jako relativné méné
Casté, ale ¢lovéku nejnebezpecnéjsi, a to
zejména v tropickych oblastech, se daji
oznacit pfedevsim malérie (zimnicky),
amebidza (ménavky), leishmaniéza (ni-
¢ivky), schistosomidza (krevnicky) nebo
Chagasova choroba (trypanozoma). Tyto
nemoci postihuji stovky miliont lidi na
celém svété, roéné témeér milion usmrti,
a pfredstavuji tudiz obrovskou socidlni
a ekonomickou zatéz. Velmi duleziti jsou
také paraziti hospodarskych a divokych
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1 Hype kiivka firmy Gartner — graf,
ktery ukazuje vyspélost a pfipravenost
novych technologii v ¢ase pomoci jakého-
si zivotnfho cyklu technologie (tzv. Hype
Cycle). Ten ma pét vyznacenych fazi —
od objeveni technologie aZ po jasné defi-
novéni jeji pouzitelnosti jako standardni-
ho néastroje produktivity. BliZze v textu

zvitat ovliviiujici celosvétové hospodai-
stvi a prosperitu lidské populace. Dalsi
paraziti pak zptisobujif nemoci pfenosné
ze zvifat na ¢lovéka (zoondzy).

Mezi hlavnimi faktory virulence pato-
gent a parazitl byvajf ¢asto identifikovany
proteolytické dé&je, dilezité pro vyvoj a roz-
mnozovani, ale také pro interakci s orgdny
a burikami hostitel véetné bezobratlych
prenaseci. Z pohledu biochemie je pro-
teolyza rozkladem proteind hydrolyzou
peptidovych vazeb v jejich aminokyseli-
novém Fetézci. Nekatalyzovana proteoly-
za pfitom probihé extrémné pomalu a trva
stovky let. Organismy proto jiz od pocatku
evoluce pouzivaji enzymy, jejichz kataly-
tickou funkci je hydrolyzovat peptidové
vazby proteinti. Tato pocetna skupina enzy-
mu, souhrnné nazyvanych protedzy (pro-
teolytické enzymy, proteinazy nebo pepti-
dazy), hraje kli¢ové role téméf v kazdém
biologickém jevu uvnitt i vné jednotlivych
organismu. Typickou roli je aktivace jinych
enzymu jejich cilenym $tépenim, které
vede ke zpiistupnéni aktivniho mista sub-
str4tim, nebo naopak inaktivace proteint
jejich proteolytickou degradaci. Enzymo-
logové klasifikuji proteazy do ,.klant* se-
skupenych podle mechanismu piisobeni
a pojmenovanych podle rezidui nebo che-
mickych skupin zapojenych do tohoto me-
chanismu. Na zakladé hlavni katalytické
aminokyseliny pfitomné v aktivnim misté
enzymu délime protedzy na aspartatové,
cysteinové, glutamové, serinové a treoni-
nové. K nim se déle fadi metaloproteazy
s dvojmocnym kovovym iontem navéza-
nym ke zbytktim v katalytickém misté&. Seri-
nové proteolytické enzymy jsou v pfirodé
nejzastoupenéjsi, ndsledované metalo-
protedzami, cysteinovymi, aspartatovymi
a treoninovymi protedzami.

Inhibice proteaz jako strategie lécby
infekénich onemocnéni

Dtikazy o tom, Ze cilend inhibice proteaz
virti, patogent a paraziti dokaze relativné
rychle — feknéme porovnatelné s ptisobe-
nim antibiotik — zastavit nebo zcela od-
stranit infekci z téla obratlovci, pochaze-
ji z posledni dekédy 20. stoleti. V té dobé
byly objeveny inhibitory retroviralni pro-
tedzy, které jsou dodnes kliovou soucésti
1é¢by infekce HIV a pfedstavuji asi nejvy-

vevs
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2 Znazornéni principu inhibice aktiv-
nich katalytickych podjednotek protea-
zomu. Inhibice zptsobuje akumulaci
proteinti uré¢enych k degradaci a nedosta-
tek aminokyselin pro proteosyntézu,

v dasledku toho se zastavi bunécné déje
a burika umiré. Inhibice se vyjadiuje
hodnotou IC50 (inhibi¢ni koncentrace),
kterd predstavuje koncentraci zkousené
latky majici za nasledek 50% tuhyn ¢i
50% sniZeni rtstu nebo ristové rychlosti
ve vztahu ke kontrolnimu vzorku.

Pokud dany inhibitor pfednostné pisobi
na proteazom parazita a p¥i stejné davce
nenf toxicky pro proteazom napadeného
hostitele, 1ze 0 ném uvazovat jako

o potencialnim terapeutiku. Index selek-
tivity (SI) je pomér IC50 hodnot pro para-
zitické a hostitelské buriky. Cim vyssi je
pomeér SI, tim bude teoreticky t¢innéjsi
3az5 Krevnistadium trypanozomy
Trypanosoma brucei na barveném natéru
krve nakaZeného jedince pod svételnym
mikroskopem (obr. 3), ze skenovaciho
elektronového mikroskopu (4) a snimek
ze 3D transmisniho elektronového tomo-
grafického modelu (5) s vyznacenym
jaddrem (Cervené), mitochondrii a kineto-
plastem (zelené) a bicikem (fialové).
Foto M. Tesatova (obr. 4) a T. Bily (5),
Laboratof elektronové mikroskopie
Parazitologického tstavu Biologického
centra AV CR v Ceskych Budgjovicich

tegie cilené inhibice proteaz parazitti byla
v té dobé také ovérena v mysich modelech
napft. u Chagasovy choroby (Trypanosoma
cruzi) a malarie (Plasmodium vinckei), kde
ale tento piistup narazil pfi schvalovani
klinickych pokust vedoucich ke komer-
¢nim léktim. V néaslednych letech navic
piistup cilené inhibice proteolytickych
enzymu v boji s infekcemi zdaleka nena-
plnil ptivodni oéekavéni, coz vedlo k urci-
té skepsi a odklonéni od tohoto pfistupu.
Vzpominam si, jak se mnozi starsi kole-
gové v oboru pied péti az deseti lety na
riznych konferencich vénovanych protea-
zam podivovali nad vyraznym poklesem
kdysi enormniho zajmu o tyto enzymy ze
stran biotechnologickych a farmaceutic-
kych firem. Nasnadé bylo, Ze v objevovani
novych 1éki, stejné jako v ostatnich oblas-
tech védeckého a technického vyvoje, exis-
tuji mapovatelné médni trendy — strate-
gie inhibice protedz jako cesta k novym
léktim zkratka nebyla v té dobé ,,in“ nebo
se tehdy pozornost farmaceutického prua-
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myslu z praktickych i komerénich davodt
obracela spiSe na terapeutické monoklo-
nélni protilatky apod. Zajem o proteoly-
tické enzymy jako molekularni cile pro
lécbu totiz celkem pfesné sleduje znamou
k¥ivku Hype Cycle americké vyzkumné,
poradenské a informaéni firmy Gartner
(obr. 1), pfedstavujici vyspélost, pfijeti
a socialni aplikaci konkrétnich technolo-
gii. Tato k¥ivka demonstruje vyvoj od ino-
vace pies piehnana oc¢ekavani a nasledny
propad zajmu a deziluzi az k dosazeni
stabilnich produktivnich platforem. Jako
»zakon“ (Gi spise empirickou poucku) ho
definoval jiz v 70. letech 20. stolet{ ame-
ricky védec a futurolog Roy Amara vétou:
,Méame sklon pfecetiovat vyznam novych
technologii v kratkodobém horizontu a pod-
cenlovat jejich dopad v horizontu dlouho-
dobém.“ Objevovani 1éki na zékladé pro-
teinové struktury je technika, ktera piesné
sledovala tento trend — byla nesmirné maéd-
ni béhem 80. let, po zvefejnéni struktury
prvnich dilezitych proteinti pouzitelnych
jako cile pro chemoterapii. Deziluze nasta-
la béhem nésledujiciho desetileti snize-
nim kvality téchto ,raciondlnich® pfistu-
pt ve prospéch rozvijejicich se moznosti
kombinatorické chemie a velkokapacitni-
ho testovéani (high-troughput screening).
V pribéhu posledni dekady se viak pomy-
slné kyvadlo otocilo zpét a tzv. raciondlni
design novych 1ékti pomoci strukturni bio-
logie a proteinového inZenyrstvi aktivnich
biomolekul je nyni vyspélou védni dis-

51

ciplinou, ktera nasla své stabilni misto ve
vyvoji novych 1éki. A to bezesporu plati
i pro navrhovani novych inhibitord pro-
tedz na zakladsg jejich struktury a fyzikal-
né-chemickych vlastnosti a testovanti jejich
ucéinku vici infekénim chorobam. Duika-
zem mohou byt tfi nasledujici priklady
jakési renesance tohoto pfistupu. Prvni
dva se budou tykat parazitd, tfeti odboci
k virim a soucasné pandemii covidu-19.

e Selektivni inhibice proteazomu
parazita

Proteazom je velky proteinovy komplex
odpovédny za fizenou degradaci proteind,
které jsou burikou oznaceny malym protei-
nem ubikvitinem (polyubikvitinylovany).
Proteazom je permanentné produkovan
vSemi eukaryotickymi buiikami, v jejichz
jadru a cytoplazmé se podili na regulaci
mnoha bunéénych procest. Jak je vidét
z obr. 2, valcovité 208 katalytické jadro
proteazomu je tvofeno dvéma vnéj$imi
prstenci podjednotek o obklopujicimi dva
vnitini prstence sklddajici se ze 7 podjed-
notek . V kazdém ze dvou f prstenct jsou
tfi protedzy (B1, f2 a f5) zodpovédné za
degradaci proteinti. Cilend inhibice akti-
vity katalytickych podjednotek proteazo-
mu bunék ¢lovéka je pouzivanou strategii
protinddorové chemoterapie — inhibitory
proteazomu epoxyketon carfilzomib a dva
peptidové derivaty kyseliny borité, bortezo-
mib a ixazomib, jsou schvéleny pro lécbu
mnohocetného myelomu.
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V poslednich letech si v3ak strategie
inhibice proteolytickych podjednotek pro-
teazomu vybudovala nové renomé také
jako u¢inny zpiisob 1é¢by infekénich one-
mocnéni. Nové inhibitory, které prednost-
né pusobi na parazitdrni a nikoli na hos-
titelské proteazomy, jsou povazovany za
potencialni nova léc¢iva. Tato strategie byla
potvrzena jako i¢inna u vétsiny zdvaznych
onemocnéni zptisobovanych jednobunéc-
nymi parazity (Khare a kol. 2016), v&etné
malérie nebo leishmaniézy, a nemoct, je-
jichZz ptivodci jsou rizné druhy trypanozom
(napt. u spavé nemoci zptsobené T. brucei,
obr. 3—5). Selektivn{ inhibice proteazomu
je také ic¢innou strategii pouzitelnou pro-
ti schistosomidze zptisobené krevnickou
stfevni (Schistosoma mansoni; Bibo-Ver-
dugo a kol. 2019). To je jiz relativné kompli-
kovany mnohobunéény parazit, evolucné
daleko blizsi svému hostiteli neZ jedno-
bunécéné protozoa, proto moznost cilené
inhibice proteazomu tohoto parazita prede-
stird univerzalni aplikovatelnost uvedené-
ho pfistupu i vici dalsim mnohobunéénym
parazitickym helmintiim (obr. 6—9). Nase
doposud nepublikovana data naznacujf se-
lektivni efekt proteazomovych inhibitort
dokonce i vici krevsajicim klistatim, coz
jsou ¢lenovci (kmen Arthropoda). Nejvétsi
vyznam pfitom maji selektivni inhibitory
proteazomu pro lé¢bu malarie, protoze
proteazom hraje zasadni roli po cely Zivot-
ni cyklus zimni¢ky tropické (Plasmodium
falciparum), a inhibitory tak vykazuji
ucinnost proti v8em jejim Zivotnim sta-
difm (Li a kol. 2016). Konstrukce novych
antimalarik vychazi ze 6 ,zavedenych
tfid“ inhibitord proteazomu: B-laktont, o'
a B'-epoxyketont, peptidovych aldehydd,
kyseliny borité, vinylsulfonti a cyklickych
peptidt. Nejnovéjsi generace téchto inhi-
bitorti dosahuji o dva az tfi fady vyssi
selektivity viic¢i proteazomu zimnicky tro-
pické nez vidi proteazomu savéiho hosti-
tele. To vytvafi silny pfedpoklad pro mini-
maln{ toxicitu a vedlejsi ic¢inky novych
antimalarik zaloZenych na inhibici protea-
zomu. Tyto inhibitory navic ptisobi i na
kmeny P. falciparum, které jsou rezistent-
ni k 16¢bé aktudlné pouzivanymi antima-
lariky. Proteazomové inhibitory kromé
toho mohou pfi kombinovaném podéni
napf. s artemisininem — antimalarikum
pavodem z pelyiiku ro¢niho (Artemisia
annua), za jehoz objev byla v r. 2015 udg-
lena Nobelova cena za fyziologii nebo
medicinu — vykazovat synergicky tucinek,
coZ silné podporuje dalsi snahy o vyvoj
komplexnich 1éki zaloZenych na vhodné
kombinaci téchto latek.

e Plazmepsiny - znovuobjevené
molekularni cile pro l1écbu malarie
Druhym piikladem jsou aspartatové pro-
tedzy zimnicky tropické a jinych zastupct
vytrusovci (Apicomplexa), které jsou struk-
turné i evoluc¢né ptibuzné lidskému pepsi-
nu nebo lyzozomélnimu katepsinu D. Tyto
enzymy vyuzivaji dvou zbytka kyseliny
asparagoveé ve svém aktivnim misté a vyni-
kaji schopnosti specificky najit unikéatni
$tépné misto uvnitf proteinu a $tépit ho na
velké peptidové tseky — patii mezi endo-
proteazy. Proto je organismy casto pouZi-
vaji ke specificky cilenému $tépeni vybra-
nych proteini a mnohdy tak plni zadsadni

ziva.aver.cz
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biologické role. U vytrusovct tato skupina
enzymu prodélala zajimavy vyvoj, kdy ge-
novou duplikaci a mutaci ptivodniho genu
kédujiciho aspartatovou proteazu podob-
nou pepsinu doslo k tomu, Ze vétsina geno-
mu téchto organismu kéduje hned nékolik
homolognich variant (izoenzymi) aspar-
tdtovych proteaz. Jejich nasledny vyvoj do
6 evolucnich podskupin je spojen s rtz-
nymi funkcemi dtlezitymi pro parazitdrni
zpusob Zivota a pro uzavteni kompliko-
vaného Zivotniho cyklu vytrusovci (Sojka
a kol. 2016). Genom zimnicky kéduje cel-
kem 10 navzajem piibuznych aspartato-
vych protedz podobnych savéimu pepsi-
nu a souhrnné nazyvanych plazmepsiny

52

6 az9 Selektivni inhibice proteazomu
je ovéfenou strategii i proti mnohobunéc-
nym helmintim. Dospélci krevnicky
stfevni (Schistosoma mansoni, motoli-
ce — Trematoda, obr. 6), cysta svalovce
stoc¢eného (Trichinella spiralis,

hlistice — Nematoda) v preparatu svalové
tkané obratlovce (7), vlasovec o¢ni

(Loa loa, hlistice), izolovany z podkozi
¢lovéka (8) a dospélec motolice thajské
(Opisthorchis viverrini) izolované

ze stfeva kocky doméci (9).

Snimky R. Kuchty, Laboratof helminto-
logie Parazitologického tstavu

BC AV CR, pokud neni uvedeno jinak
10 Cyklus zimnicky tropické (Plasmo-
dium falciparum) v ¢ervenych krvinkach
(erytrocytech ¢lovéka, vlevo). Po invazi
krvinky je parazit obklopen parazitoforni
vakuolou, ktera pretrvava béhem vyvoje
v rany trofozoit (prstynek), trofozoit az
po mnohojaderny schizont. Ze schizontu
vznikaji novi jedinci (schizogonie),
parazitoforn{ vakuola se rozpad4, dochazi
k naruseni ¢ervené krvinky a dcefini
merozoiti se uvolni. Proces se cyklicky
opakuje. Fialové — jddro, hnédé — travici
vakuola, kde probiha traveni hemoglobi-
nu. Vpravo schematicky detail merozoitu
zimnicky tropické. Apikalni komplex,
dilezity pro invazi a uvolnéni z krvinek,
se sklada ze strukturalni ¢asti tvofené
po6lovymi prstenci, na které se upinaji
subpelikularni mikrotubuly vybihajici
dale do buiiky. Mikronemy, roptrie,
denzni granula a exonemy pfedstavuji
sekretorickou ¢ast apikalniho komplexu,
které se ticastni procesti uvolnéni a inva-
ze Cervenych krvinek. BliZe v textu.
Vsechny orig. D. Sojka
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(uvadénych zkratkou PfPM a fimskym &is-
lem I-X), pfi¢emz plazmepsin III se oznacu-
je jako histo-aspartatova protedza (HAP).

Plazmepsiny jsou jiZ po desetileti pova-
Zovany za potencialni cile antimalaric-
kych 1ékt vzhledem k zndmému dc¢inku
lékid zaloZenych na inhibici aspartatové
protedzy HIV, na koinfekci malarie u HIV
pozitivnich pacientt. Jako cilové enzymy
efektu inhibitort HIV proteazy byly zprvu
pokladany plazmepsiny PfPMI, PfPMII,
PfPMIV a HAP, podilejici se na trdveni
hemoglobinu, ktery P. falciparum vyuziva
jako zdroj aminokyselin ke splnéni svych
nutriénich pozadavkd béhem invaze Cer-
venych krvinek hostitele (obr. 10). To ale
bylo pozdéji vyvraceno s poukazem na
znacnou schopnost funkéni zaménitel-
nosti (redundanci) travicich plazmepsini
a cysteinovych proteaz — tzv. falcipaind.
PPMVI, PfPMVII a PIPMVIII nejsou produ-
kovéany krevnimi stadii zimnicky — zfejmé
hraji kli¢ovou roli v interakcich mezi para-
zitem a prena$ecem (komarem). Role po-
slednich t¥i plazmepsind, PIPMV, PfPMIX
a PfPMX, byla objasnéna teprve nedévno,
a to zejména za vyrazné podpory novych
metod funkéni genomiky.

Znacnému zajmu se v posledni dekadé
tési PfPMV, aspartatova protedza lokali-
zované do sekretorického aparatu bunék
parazita P. falciparum — konkrétné do
endoplazmatického retikula (ER). PIPMV
je zodpovédny za proteolytické stépeni
tzv. PEXEL motivu na N-konci nékolika sto-
vek proteind produkovanych parazitem
a timto zpisobem jim umozriuje, aby byly
vylouceny skrze parazitoforni vakuolu ob-
klopujici parazita az do hostitelské krvin-
ky (Boddey a kol. 2010). Je tedy ,,vratnym*,
jenz po pfedlozeni vstupenky v podobé
PEXEL motivu umozni sekreci téchto pro-
teint do hostitelské buriky, kterou nésled-
né proteiny modifikuji ve prospéch preziti
a mnozeni parazita. PfPMV je proto nezbyt-
ny pro rozvoj maldarie a jeho inhibice po-
moci nanomolarnich koncentraci peptido-
vych inhibitort imitujicich motiv PEXEL
vede k eliminaci parazita z krve hostitele.

V neddvné dobé se pak podafilo zjistit
specifické funkce PfPMIX a PfPMX (Pino
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a kol. 2017). Jejich role souvisi s unikatni
schopnosti vytrusovcd parazitovat a roz-
mnoZovat se uvniti jinych eukaryotickych
bunék. Invazivni stadia vytrusovcu (zoiti)
pouzivaji k aktivni invazi do hostitelskych
bunék jedinecny apardt zndmy jako api-
kalni komplex (odtud nazev celého kme-
ne Apicomplexa). Sklada se ze strukturni
¢asti (u merozoitd krevnicek jsou to tubuly
a polarni kruhy), kterou doplriuji tii typy
sekre¢nich organel — vlaknité mikronemy,
lahvovité roptrie a tzv. denzni granula
(obr. 10). Tyto organely vylucuji obrovské
mnozstvi proteint zprostfedkujicich inva-
zi a modifikaci hostitelskych bunék. Mnoho
téchto proteinti je produkovéno ve formé
neaktivnich prekurzort vyzadujicich pro-
teolytickou aktivaci pomoci specifickych
protedz. Mezi ty relativné dobfe popsané
asociované s apikalnim komplexem patfi
serinové protedzy podobné subtilizinim
z bakterie Bacillus subtilis, které jsou
u P. falciparum oznacovéany jako PfSUB1,
2 a 3 (Sajid a kol. 2000) a lokalizovany do
specialniho typu denznich granul — exo-
nem. Nové se k témto protedzdm fadi
i navzajem blizce pfibuzné plazmepsiny
PfPMIX a PfPMX, u nichz se v neddvné
dobé prokazalo, Ze jsou nezbytné v krev-
nim stadiu malarie pro opoustén{ napa-
denych a k invazi do novych ¢ervenych
krvinek hostitele. PfPMIX se nachazi
v roptriich a mize byt aktivujicim enzy-
mem (tzv. maturdzou) pro proteiny v této
organele. PfPMX je vyZadovén pro sprav-
nou proteolytickou aktivaci PfSUB1, tudiz
zfejmé stoji v aktivaéni kaskddé nad nim,
a je tak nadfazenym proteolytickym enzy-
mem. PfPMIX a PfPMX jsou selektivné
inhibovatelné peptidomimetickym hydro-
xyetylaminem 49c, ale i jinymi inhibito-
ry. Tyto latky tspésné blokuji cyklické
mnozeni malarickych plasmodii, a to jak
v kultufe ¢ervenych krvinek infikovanych
P. falciparum, tak v mys$ich infekénich
modelech malérie. Efekt je patrny ve vel-
mi nizkych (subnanomolarnich) koncen-
tracich a dané slouceniny tak pfedstavuji
zna¢ny potencial pro vyvoj nové generace
velmi Géinnych antimalarik bez nezadou-
cich vedlejsich tc¢ink.
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jako nové léky proti covidu-19?
Poslednim nazornym piikladem renesan-
ce terapeutickych strategii zaloZenych na
aplikaci nizkomolekuldrnich inhibitort
protedz je aktualni celosvétova snaha o vy-
vinuti i¢inné 1é¢by covidu-19, které jsme
podrobné vénovali pozornost v inorovém
vydéni lotiské Zivy (2020, 2: XXX-XXXI).
Koronaviry véetné SARS-CoV-2 obsahuji
genom sloZeny z jednoho dlouhého fetéz-
ce RNA, kédujiciho syntézu dvou dlou-
hych polyproteint 1a a 1ab, které virus
potiebuje k replikaci novych virovych ¢és-
tic. Tyto polyproteiny tvoii vlastné jeden
Fetézec aminokyselin sloZzeny z jednotli-
vych proteini potfebnych pro replika-
ci/transkripci genetické informace v hosti-
telskych buiikach a nékolik strukturnich
virdlnich proteini. Kromé toho polypro-
teiny obsahuji dvé protedzy: SARS-CoV-2
hlavni protedzu MP™ (zndmou také jako
3CL protedza nebo 3CLP™) a cysteinovou
protedzu PLP™. Obgé maji zdsadni ulohu pii
mnozeni viru v infikované burice, proto-
ze §tépi zminéné polyproteiny kodované
virem na jednotlivé funkéni proteinové
celky, a pfirozené tak pfedstavuji atrak-
tivni cile pro specifickou 1é¢bu onemoc-
néni covid-19 spoéivajici v jejich inhibici
(Ulrich a Nitsche 2020). SCoV2-PLP™ na-
vic proteolyticky ptisobi proti ubikvitiny-
laci a proti cytokiny indukované ISGylaci
proteind — znaceni proteinti produktem
interferon-stimulovaného genu 15 (ISG15,
Shin a kol. 2020). Tim zdsadn& méni hos-
titelskou imunitni odpovéd na virovou
infekci. Deaktivace protedzy SCoV2-PLPr
pomoci inhibitort, jako je GRL-0617, tak
kromé negativniho vlivu na mnozeni viru
v téle zabranuje jeho cytopatogennim t¢in-
ktim — cilend inhibice SCoV2-PLP™ proto
muze jak potlac¢it infekci SARS-CoV-2,
tak podporovat antivirovou imunitu infi-
kovanych jedinct.

Mnoho vyzkumnych tymu a farmaceu-
tickych spole¢nosti v souc¢asné dobé pouzi-
va nejmodernéjsi techniky pro racionédlni
navrhovani a vyvoj novych inhibitort na
zakladé proteinové struktury a fyzikéalné-
-chemickych vlastnosti aktivntho mista
SARS-CoV-2 protedz. Nové inhibitory maji
za cil selektivné inhibovat proteazy SARS-
-CoV-2 a nékteré jsou jiz ve fazi klinickych
studii. To jen potvrzuje renesanci nebo
spiSe Gasem provéfenou vyspélost racio-
nélniho designu protedzovych inhibitort
jako platformy pouzitelné pro hledani no-
vych lé¢iv, a to i v pfipadé vyzev, jako je
boj s celosvétovou pandemii.

Podporeno projektem Grantové agentury
Ceské republiky (18-01832S) a Centrem
pro vyzkum patogenity a virulence para-
ziti (CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000759),
financovanym Evropskym fondem pro
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