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ABSTRACT

Alphaviruses belong to the worldwide distributed Togaviridae family and
Alphavirus genus. They are spherical, enveloped, single-stranded RNA arthropod-
borne viruses. Alphaviruses are mostly transmitted by mosquitoes (4edes spp. and
Anopheles spp.) and are geographically distributed in restricted areas where
appropriate vectors are present (Fig.1.). The most recognized members of this genus
are Sindbis (SINV), Semliki Forest (SFV), Venezuelan equine encephalitis (VEEV),
Ross River (RRV), and Chikungunya (CHIKV) viruses. Alphaviruses are infection
agents for humans and many animals. Clinically, most human infections with
arthritogenic alphaviruses are associated with symptoms such as fever, headache,
joint pain, rash, chronic arthritis, and encephalitis. Major events during the alphaviral
infection are virus entry, replication, assembly, and budding of new virions.
Alphaviral RNA encodes four nonstructural and five structural proteins.
Nonstructural proteins are mainly involved in the replication process and virus
pathogenesis, while structural proteins form new virions. Both groups of viral
proteins are produced as single polyproteins which undergo autoproteolytic
maturation. This process is carried out by the two viral proteases, cysteine protease
nsP4 and C protein serine protease (CP), and is considered to be critical for virus
replication. The capsid protease CP is a chymotrypsin-like serine protease with the
catalytic triad including His4s, Aspie7, and Serz19. What is important, after a suicidal
autoproteolytic event the side chain of Trpas7 remains bound in a hydrophobic S1
pocket thus inhibiting further trans-proteolytic activity. Alphaviral capsid protein
undergoes a single proteolytic reaction before maturation and then, after self-
inactivation, it assembles to form a viral capsid shell. Inhibitors of the capsid protease
have significant antiviral activity. Compounds belonging to this group can be good
candidates for new antiviral drugs.

Keywords: alphaviruses, arboviruses, serine proteases, capsid protease CP, inhibitors
Stowa kluczowe: alfawirusy, arbowirusy, proteazy serynowe, proteaza kapsydowa
CP, inhibitory
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AVCP — proteaza kapsydowa wirusa Aura

CHIKV — wirus Chikungunya

CP — proteaza kapsydowa

CVvCP — proteaza kapsydowa wirusa Chikungunya
EEEV — wirus wschodniego konskiego zapalenia mozgu
MAYV — wirus Mayaro

ONNV — wirus O’nyong-nyong

RRV — wirus rzeki Ross

SFV — wirus Semliki Forest

SINV — wirus Sindbis

VEEV — wirus wenezuelskiego konskiego zapalenia mozgu

WEEV — wirus zachodniego konskiego zapalenia mozgu
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WPROWADZENIE

Wirusy nalezace do rodzaju Alphavirus rodziny Togaviridae to kuliste RNA-wirusy,
otoczone nukleokapsydem i otoczka glikolipidowa. Wywotuja choroby obejmujace
najczeSciej goraczke, wysypke, zapalenie stawdéw oraz zapalenie mozgu.
Sa niebezpieczne zarowno dla ludzi jak i dla i zwierzat, chociaz dla wigkszosci z nich
czlowiek stanowi zywiciela przypadkowego. Glownymi wektorami alfawirusow
sa komary z rodzaju Aedes oraz Anopheles, ktore wystgpuja na calym Swiecie, jednak
najwieksze zageszczenie infekcji alfawirusowych obserwowane jest w rejonach klimatu
tropikalnego i umiarkowanego. Chociaz alfawirusy znane sg od dawna to nadal pozostaja
tematem wielu badan naukowych. Potwierdzaja to najnowsze publikacje dotyczace
tej grupy wirusow, opisujace poszukiwanie zwigzkdw o charakterze przeciwwirusowym
oraz opracowywanie szczepionek przeciwko infekcjom spowodowanym przez wirusy
Chikungunya i O’nyong-nyong [1-6].

Proteazy serynowe petnig kluczowe role w cyklach zyciowych alfawirusow,
umozliwiajac utworzenie dojrzatych biatek strukturalnych, niezbednych do zbudowania
nowych czasteczek potomnych wirusa. Zahamowanie aktywnosci tych enzymow
jest skutecznym sposobem kontrolowania rozwoju infekcji alfawirusowej na poziomie
cyklu replikacyjnego, a zwiazki o charakterze inhibitoréw proteaz serynowych stanowig
potencjalng grupe zwigzkdéw o whasciwosciach przeciwwirusowych.

1. ALFAWIRUSY

1.1. WYSTEPOWANIE I OBJAWY ZAKAZENIA

Rodzina Togaviridae obejmuje wirusy z rodzaju Alphavirus, oraz Rubivirus.
Alfawirusy to arbowirusy przenoszone przez komary, w wigkszo$ci z rodzaju Aedes,
Anopheles oraz Culex spp. i Culiseta spp. [7,8]. Do rodzaju Alphavirus nalezy ponad
40 przedstawicieli, sa to m.in. wirus Sindbis (SINV), wirus Semliki Forest (SFV),
wirus wenezuelskiego konskiego zapalenia mézgu (VEEV), wirus wschodniego
konskiego zapalenia mozgu (EEEV), wirus zachodniego konskiego zapalenia mézgu
(WEEV), wirus rzeki Ross (RRV), wirus Mayaro (MAYV), wirus Chikungunya
(CHIKYV) czy wirus O’nyong-nyong (ONNV). Chociaz rozmieszczenie alfawirusow
jest mocno ograniczone do obszaréw wystepowania ich wektorow, to wirusy z tego
rodzaju rozprzestrzenione sg na catym §wiecie (Rys. 1.) [8,9].
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Rysunek 1.  Miejsca wystgpowania wybranych przedstawicieli z rodzaju Alphavirus [8,9]
Figure 1. Places of occurrence of selected viruses of the Alphavirus genus [8,9]

Do infekcji alfawirusowych moze doj$¢ podczas zerowania zainfekowanego
komara na organizmie cztowieka. W trakcie tego procesu z gruczotow $linowych
stawonoga do krwi zywiciela wraz ze $ling dostaja si¢ czasteczki wirusa, jesli ich
miano we krwi jest wystarczajgco wysokie, a proces pozywiania trwa wystarczajaco
dlugo, dochodzi do zainfekowania organizmu gospodarza [10]. Zakazenia
spowodowane przez alfawirusy moga wystepowacé sporadycznie i dotyczy¢ kilku
przypadkoéw, lub rozrastaé si¢ do epidemii. Pierwsze objawy chorobowe pojawiaja
si¢ zazwyczaj po uplywie od kilku do okoto 14 dni od infekcji. Zakazenie
poczatkowo moze przyjaé postaé samoograniczajacej si¢ kilkudniowej choroby,
ktéra w przebiegu przypomina przezigbienie z tagodnymi objawami, gléwnie
grypopodobnymi m.in. wysoka gorgczkg, bolem glowy, migsni czy stawow,
dreszczami, nudno$ciami, a takze wysypka. Ta fagodna forma moze jednak rozwingé¢
si¢ w cigzki lub dlugotrwatly stan chorobowy z objawami charakterystycznymi
dla infekcji wywotanych przez alfawirusy, takimi jak: zapalenie wielostawowe,
artropatia, limfadenopatia, rozlegta wysypka gruzdkowo-kostna, zapalenie migsnia
sercowego, objawy neurologiczne w tym zapalenie opon moézgowych, zapalenie
moézgu i rdzenia. W wickszosci przypadkow ciezki przebieg choroby prowadzi
do wielomiesigcznej terapii, zespotu astenii lub do naglej $mierci [11-17].
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Tabela 1. Poréwnanie charakterystycznych objawow klinicznych infekcji wywotywanych przez kilku
przedstawicieli z rodzaju Alphavirus
Table 1. Comparison of the characteristic clinical symptoms of infections caused by several

representatives of the Alphavirus genus

Czas
Charakterystyczne objawy kliniczne
inkubacji
wirus goraczka, bol migsni, bol i obrzgk stawow, rozlegta wysypka
Chikungunya 2—-12dni rumieniowa, obezwtadniajacy bol stawow, zapalenie moézgu,
[12,15,22,23] encefalopatie, zapalenie mig$nia serowego, zapalenie watroby
wirus Mayaro . ostre bole sta\,)véw, bol migéni, wysypka grudlfowo-plamis.ta,
[7.12.13.19] 3 -12 dni goraczka, bol glowy, dreszcze, obrzgk stawow, krwotoki,
e zapalenie mozgu
wirus goraczka, bol glowy, wysypka grudkowo-plamista,
O’nyong-nyong 8-12 dni obezwiadniajacy bol stawow, ostre dlugotrwate zapalenie
[7,24-27] wielostawowe, limfadenopatia
ka, bole gt ig$ni i 6 k kowo-
wirus Ross River . gorq(.:z a, b(.) e glowy, migs$ni i st-a\fvolw, wysypka grud owo.
[1420.21] 7 — 14 dni plamista, objawy reumatyczne, cigzkie dtugotrwate zapalenie
” wielostawowe, chroniczne zmeczenie
wirus Sindbis . goraczka, bole gtowy i migsni, zmgczenie, nudnosci, wysypka,
2 -10 dni .
[9,16-18] bole stawowe

Mato specyficzne objawy poczatkowej fazy infekcji przypominajace klasyczne
przeziebienie utrudniaja diagnoze choroby wirusowej, dodatkowo wigkszo$¢ infekceji
wywotanych przez alfawirusy charakteryzuje si¢ podobnymi objawami (Tab. 1.),
co roéwniez moze prowadzi¢ do blednego rozpoznania. Trudnos$ci diagnostyczne oraz
latwo$¢ przemieszczania si¢ wektorow sprawiaja, ze infekcje wywotywane przez
alfawirusy posiadaja wysoki potencjat epidemiczny. W bardzo krotkim czasie moga
opanowa¢ ogromne obszary geograficzne i wywota¢ epidemie, co skutkuje
milionami zakazen oraz prowadzi do glgbokiego kryzysu ekonomicznego.
W dotychczasowej historii w ten sposob zapisaty si¢ juz epidemie wywotane przez
wirusy MAYV [19,28], SINV [18,29], RRV [20,21], CHIKV [30,31], ONNV
[24,27].
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1.1. CYKL REPLIKACYJNY

Genom alfawirusow stanowi pojedyncza dodatnio spolaryzowana ni¢ RNA.
Materiat genetyczny wspdlnie z biatkiem kapsydowym C tworzy rdzen wirusa, ktory
dodatkowo otoczony jest przez warstwe lipidowa zbudowang z powtarzajacych
si¢ sekwencji glikoprotein E1/E2/E3/6K [32,33]. Aflawirusowe RNA koduje cztery
bialka niestrukturalne (nsP1-P4), odpowiedzialne za przeprowadzanie proceséw
replikacyjnych, oraz pig¢ biatek strukturalnych (C,E1,E2,E3,6K), zaangazowanych
w budowanie nowych czasteczek wirusa. Obie grupy bialek produkowane
sg jako prekursory w postaci dwoch pojedynczych poliprotein, ktore w trakcie cyklu
replikacyjnego  ulegaja  krytycznemu  procesowi autoproteolitycznego
dojrzewania [34].

Czasteczka wirusa po rozpoznaniu i zwigzaniu si¢ do odpowiedniego receptora
btonowego wnika do komorki gospodarza na drodze endocytozy, jest to pierwszy
etap infekcji. W powstalym endosomie, na skutek obnizenia pH, dochodzi do fuzji
glikolipidowej otoczki wirusowej oraz btony endosomu, rozpadu nukleokapsydu
iuwolnienia materialu genetycznego wirusa do cytoplazmy [35]. W wyniku
translacji czeSci wirusowego RNA powstaje poliproteina P1234, z ktorej
po autoproteolizie, przeprowadzanej przez proteazg cysteinowa nsP2, uwolnione
zostaje dojrzate biatko nsP4. Pozostata poliproteina P123 dziala jako polimeraza
podczas syntezy ss(-)RNA wirusa, ktore dalej staje si¢ matrycg do syntezy
subgenomowego ss(+)RNA. W dalszym etapie poliproteina P123 ulega ponowne;j
autoproteolizie, co prowadzi do uwolnienia kolejnych bialek niestrukturalnych nsP1,
nsP2, nsP3 oraz utworzenia aktywnego kompleksu replikacyjnego [36]. Bialka
strukturalne wirusa powstaja w analogiczny sposob po translacji subgenomowego
ss(+)RNA jako pojedyncza poliproteina. Nastepnie po posttranslacyjnej
autoproteolizie przeprowadzanej przez serynowa proteaze kapsydowa CP, uwolnione
zostaje dojrzate biatko kapsydowe C, mogace budowaé nowe nukleokapsydy.
Kolejne modyfikacje pozostatej poliproteiny w retikulum endoplazmatycznym
i aparacie Golgiego prowadza do uwolnienia ostatnich biatek strukturalnych, ktore
nastepnie sg gotowe aby odtworzy¢ otoczke glikolipidowa wirusa [37].

Punktami krytycznymi cyklu replikacyjnego alfawiruséw sa miejsca
autoproteolitycznego dojrzewania, zalezne od aktywnosci cysteinowe;j proteazy nsP2
oraz serynowej proteazy kapsydowej CP.
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1.3. PROTEAZA KAPSYDOWA CP

Proteaza kapsydowa wirusa Sindbis zbudowana jest z 264 reszt
aminokwasowych, ktore tworzg trzy funkcjonalnie i strukturalnie odmienne regiony.
Region pierwszy (reszty 1-80) dzigki obecnoéci duzej liczby zasadowych
aminokwaséw uczestniczy w tworzeniu niespecyficznych oddziatywan z RNA
wirusa oraz neutralizuje jego tadunek. Region drugi (reszty 81-113) odpowiada
za specyficzne wigzanie si¢ do wirusowego RNA, natomiast C-koncowy region
trzeci (reszty 114-264) zawiera domen¢ proteazy oraz tworzy kapsomery [38,39].
Proteaza kapsydowa biatka C to proteaza serynowa podobna do chymotrypsyny,
posiadajgca charakterystyczng sekwencje reszt Gly-Asp-Ser-Gly konserwatywna
dla wigkszo$ci proteaz chymotrypsynopodobnych [40,41]. W swoim centrum
aktywnym posiada klasyczng triade katalityczng sktadajacg si¢ z reszt Hisi3s, Aspies7
oraz Seri9. Znaczacg réznicag w strukturze wirusowej proteazy jest wystepowanie
dwodch nici f zamiast a-helisy na C-koncu. Taki uktad struktur drugorzgdowych
jest niezbedny dla aktywnosci, poniewaz umozliwia zginanie tancucha biatkowego,
dzieki czemu miejsce katalityczne enzymu uzyskuje dostep do miejsca cigcia
znajdujacego si¢ pomig¢dzy resztami Trpae7|Serzss. Po autoproteolizie tancuch
boczny reszty Trpas7 pozostaje zwigzany w hydrofobowej kieszeni wigzacej S1,
anowo powstata C-koficowa grupa karboksylowa oddziatuje z atomem N®? reszty
Hisi4s oraz atomem O reszty Ser2i9 tworzac wigzania wodorowe i powstrzymujgc
w ten sposob dalsza aktywno$¢ trans-proteolityczng. Chociaz miejsce
auoproteolitycznego ci¢cia jest konserwatywne u alfawirusow (CHIKV, SFV, SINV,
EEEV, RRV) to elementem niezbednym do przeprowadzenia katalizy jest wylacznie
obecno$¢ reszty Trp, reszta Ser nie jest wymagana [42]. Proteaza ulega
autoinaktywacji. Z tego wzgledu alfawirusowe biatka kapsydowej ulegaja tylko
pojedynczej autoproteolizie podczas procesu dojrzewania, a nastgpnie jako dojrzate
formy moga tworzy¢ otoczke kapsydowa wirusa [43].

2. INHIBITORY PROTEAZY KAPSYDOWEJ

Pierwsze doniesienia o poszukiwaniu inhibitoréw kapsydowej proteazy
alfawirus6w pochodza z 2015 roku [44]. Aggarwal M et al. przedstawili wyniki,
wysokosprawnych testow przesiewowych (ang. high throughput screening, HTS),
w ktorych wykorzystali wezesniej opracowana metode badania aktywnosci proteazy
CP z uzyciem fluorogenicznego substratu FRET [45]. Zadne z badanych, prostych
analogow substratow proteazy CP (Glu-Trp; Glu-Trp-Ser; 3-acetylindol) nie
wykazywaty aktywnosci inhibitorowej. Dodatkowo, standardowe inhibitory proteaz
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serynowych  takie jak: fluorek fenylometylosulfonylu (PMSF) czy
keton chlorometylowy tosylo-L-fenyloalaniny (TPCK) nie wptywaty na aktywnos$¢
proteolityczna badanej proteazy CP z wirusa Chikungunya.

Dwa lata pdzniej ta sama grupa badawcza opublikowala badania w ktorej
przedstawia aktywnos$¢ inhibitorowej matej czasteczki - piperazyny wzgledem
proteazy CP wirusa Aura (AVCP) oraz Chikungunya (CVCP) [46]. Struktura
krystaliczna proteazy AVCP z piperazyng wykazata iz czasteczka organiczna wigze
si¢ w tzw. kieszeni hydrofobowej biatka. Reszty Metss, Gluiss, Lysiss, Tyriss, Trp2so
oraz Glyzss tworzg odzialywania hydrofobowe z czgsteczka piperazyny. Reszta
Trp2so odpowiedzialna jest za odzialywania typu m-m z czgsteczkg piperazyny.
Dodatkowo reszta Asnps; tworzy wigzanie wodorowe z czasteczkg wody, ktéra
z kolei tworzy kolejne wigzanie wodorowe z reszta NH piperazyny. Testy
przeciwwirusowe - badanie oparte na immunofluorescencji oraz test ,,lysinkowy”
wykazaly przeciwwirusowa aktywno$¢ piperazyny wzgledem CHIKV. Nalezy
zauwazy¢ jednak, iz do osiggnigcia aktywnos$ci przeciwwirusowej konieczne byto
uzycie wysokiego stezenia inhibitora. Stezenie réwne 6 mM powodowato 98%
inhibicji replikacji wirusa w komoérkach. Wyniki tych badan sktaniajg do poszukiwan
nowych inhibitoréw proteazy CP alfawiruséw na bazie struktury piperazyny.

W 2020 roku Fatma et al. przeprowadzili wirtualne badania przesiewowe.
Z biblioteki zwiazkéw LOPAC (Sigma Aldrich) zidentyfikowali, trzy o potencjalnej
aktywnosci wzgledem proteazy CVCP: octan eptifibatydu (EAC, 1), P1,P4-
Di(adenozyno-5’)tetrafosforan (AP4, 2) oraz siarczan paromomycyny (PSU, 3),
(Rys. 2.) [1]. Badanie aktywnos$ci powyzszych zwigzkow wykazaty ich zdolno$¢ do
hamowania aktywnos$ci proteolitycznej CVCP. Dodatkowo testy aktywnosci
przeciwwirusowej wykazaty zdolno$¢ do inhibicji replikacji wirusa Chikungunya.
EAC, AP41PSU wykazaty ECso réwne odpowiednio: 4.01 pM, 10.66 uM oraz 22.91
uM. Badania wykazaty, ze zwiazki 1,2 oraz 3 hamuja namnazanie wirusa podczas
poznego etapu cyku replikacji (6-12 hpi, ang. hours post infection) co sugeruje
hamowanie aktywnosci proteolitycznej enzymu CP.
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Rysunek 2. Struktury znanych inhibitoréw proteazy CVCP
Figure 2. Structures of known CVCP protease inhibitors

UWAGI KONCOWE

Alfawirusy to grupa arbowirusow wywolujacych choroby zwigzane z zapaleniem
wielostawowym oraz zapaleniem moézgu u ludzi, a takze u zwierzat. Pomimo
ograniczonych obszaréw wystepowania, przedstawiciele tej grupy wirusdw wystepuja
praktycznie na calym $wiecie. Wszystkie infekcje alfawirusowe charakteryzuja si¢
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podobnymi objawami klinicznymi, co w przypadku braku specyficznego testu
diagnostycznego moze prowadzi¢ do trudnosci diagnostycznych.

Epidemia wirusa SARS-CoV2 pokazata jak wazna jest podstawowa wiedza na
temat biologii wirusa w kontekscie projektowanie i produkcji szczepionek oraz
lekow. Wczesniejsze badania nad wirusem SARS-CoV umozliwily szybkie
opracowanie skutecznych szczepionek oraz inhibitoréw wirusowych enzymow
stosowanymi w czasie epidemii SARS-CoV2. Chociaz badania nad alfawirusami
doprowadzity do szeregu ciekawy informacji to, w poréwnani z koronawirusami
o alfawirusach wiemy zdecydowanie mniej. Dlatego tak wazne jest prowadzenie
badan majacych na celu poznanie biologii wirusa i identyfikacji czasteczek bedacych
jego inhibitorami.
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