Inhibitory proteasy a virova resistence: od
sekvence ke strukture a zase zpatky
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Ucena spoleCnost CR a sv€tova
retrovirologie

e Jan Svoboda
e Jan Zavada

* Antonin Holy
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Zivotni cyklus retroviru a mista
farmakologickeho zasahu

Inhibitory RT
(11 Iéku)

Protease

Inhibitory vstupu RNA and

Reverse

( 1 Iék) Transcription

Inhibitory IN
(zatim 0)

Inhibitory proteasy
(8 1ekur)

Adaptovano podle knihy HIV/AIDS Handbook. 3rd ed. Boston: Total Learning Concepts, 1997:77.






AKtivace proteasy vede ke
Zrani viru
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HIV proteasa: molekularni nuzky
Stépici viroveé proteiny na miru

-
gag |
pol
translace
MA CA NC
| pl7 | p24 | pY |p6
A ar 4 Gag
o7 | p2 P TE

4 4 4 4 Gag-Pol



Jak proteasa pozna, kde ma Stépit?

MA-CA L SOQNY*PIVAQ...
CA-pl ...ARVL*AEAM
pl-NC . ATIM*MQRG
NC ...PGNF*LQSR...
TF-PR ...SFNF*PQIT...
PR-RT ...TLNF*PISP...
RT-RH ...AETF*YVDG
RH-IN ...RKIL*FLDG...

Substratova specifita proteasy: kli¢ k navrhu inhibitoru



Racionalni navrh inhibitoru HIV
proteasy

Na zaklad¢€ zname substratove specifity odvozen
,,minimalni‘ substrat

Ptipraven jeho ,,isoster, latka s podobnou prostorovou
strukturou, ale pozménéna tak, Ze neni substratem enzymu

Pripraveny a testovany stovky variant i1sosteru, dokud neni
ziskana latka pozadovanych vlastnosti (dostupnost pres
membrany, nizka molekulova hmotnost, vhodna
rozpustnost, biologicka stabilita)

Testy na tkanovych modelech, na zviratech, 3 fase
klinického testovani => cca 500 mil. $



Inhibitory HIV proteasy

0 saquinavit

Q ritonavir

a indinavir

a nelfinavir

0 amprenavir

o fosamprenavir

Q lopinavir

o atazanavir



Medicinalni pouziti inhibitortt HIV PR.

 HIV PR je jednim z nejprozkoumanéjSich
enzymu na svete

 detailni strukturni informace umoznuje
racionalni navrh inhibitoru

 inhibitory maji zietelny terapeuticky efekt



HIV a priciny smrti u dospélych v USA

Trendy v umrtnosti podle pri¢in smrti u dospélych osob v USA (25-44 let)

40
35
30 Neumysiné zranéni
. 25
Umrti na
p;ggiggg 20 Srde€ni choroby
HIV
10 vrazda
S Choroby jater
Mozkove prihody

Diabetes

82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96 97*
Rok *Preliminary data

From National Vital Statistics, Centers for Disease Control and Prevention.



Medicinalni pouziti inhibitort HIV PR.
Spatné zpravy:

» V¢tSina inhibitort proteasy jsou pseudopeptidy
(Spatna biodostupnost a stabilita ve tkanich)

e “Raciondlni navrh inhibitort * zatim moc
racionalni neni (vétSina pouzivanych lekti byla
objevena nahodnym testovanim)

 pouziti mnhibitoru proteasy komplikovano
vedlejSimi ucinky, vysokou cenou a vyvojem
resistence



Denni davky bézné uzivanych proteasovych
inhibitoru




Cena leCby proteasovymi inhibitory
(USA)

30-denni davka Roc¢ni davka

$370.80 CRIXIVAN® $4,511.40

(indinavir sulfate)

$486.00 V'racept® $5,913.00

(nelfinavil mesylate)

$519.27 Fortovase® $6,317.78

(saquinavir)

e™

$504.00 Ageneras

(amprenavir)

$6,317.78

$534.24 Norvir® $6,499.92

(ritonavir)

Zdroj: PriceProbe™, July 15, 1999, Copyright 1999 First DataBank.



Estimated percentage of people covered among those in need of
antiretroviral treatment, situation as of November 2003
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[ 50%-749%
Bl 25%-—49.9%
B ¥ -45%
B Less than 5%
W Mo reports of people on treabmen




B¢zna denni davka leCiv HIV
positivniho pacienta




Vyvoj resistence vuci proteasovym
inhibitorum

dalsi Spatné zpravy:

virus rychle replikuje a diky reversni transkriptase
mutuje

v HIV positivnim pacientovi jsou miliony ruznych
virovych species

dochazi k darwinisticke selekci mutanti pod
selekénim tlakem inhibitoru

vyViji se resistence vuci virostatikum



Distribution of HIV-1 PR mutations
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Epidemiologie HIV/AIDS v CR

V CR je cca 64 piipadtt HIV/AIDS na milion obyvatel
v 1. 1963 bylo registrovano 61 novych pripadu HIV/AIDS

Hlavnim zptisobem pienosu infekce HIV v CR je sexualni
kontakt (pres 82% vSech hlasenych pripadu, 52%
homosexualnich)

20% vSech infikovanych jsou zeny; HIV infikovanym
Zzenam se narodilo 46 déti, u 4 z nich doslo k pfenosu HIV

Od r.1987 nebyl zaznamenan zadny ptipad prenosu HIV
po krevni transfuzi ¢1 po podani krevniho pripravku

Roste pocet HIV infikovanych cizincu, hlavné z vychodni
Evropy



Antivirova resistence: jak ji poznat a
jak ji prekonat

Sekvenovani genu pro HIV PR z krve
pacientu

vybér “zajimavych” mutaci pro dalsi
analysu

priprava rekombinantnich proteinu v
bakteriich a jejich charakterisace

hledani a nalezeni novych inhibitort
slava, zavist kolegu a obdiv kolegyn




Cil studia resistence: navrh slouceniny, schopné
blokovati resistentni mutanty HIV PR

» Semi-racionalni navrh na zakladée rentgenovych
struktur

* Testovani tisicu sloucenin v kombinatorialnich
knihovnach s pouzitim rady typickych
resistentnich PR

» Sloucenina siln¢ inhibujici baterii
,,Jrepresentativnich® mutantt strukturné a
biologicky charakterisovana



Krystaly HIV PR s navazanym
inhibitorem







Jesté jedna dobra zprava:

poslednich 10 minut!!!



Inhibitor QF34

navrzen na UOCHB AV CR, velmi G¢inny inhibitor
vSech dosud nalezenych mutantnich proteas

CONH,

Q oo

tBoc:NH
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HIV PR — SQV complex

S3 detail



Effect of G48V mutation
on binding of SQV




Effect of G48V mutation
on binding of SQV N\,




HIV PR — QF 34 complex

S3’ detail




Effect of G48V mutation 5
on binding of QF 34 i | AY.




Effect of G48V mutation
on binding of QF 34




ProcC to (nejspiS) nebude
fungovat:

» Peptidovy charakter inhibitoru
* nizka stabilita v bunkach a tkanich

 Spatna dostupnost pies membrany



K ¢emu je dobra Ucena spoleCnost?



Obcas tu potkate skvéeleho
chemika!




Prekvapivy objev nahodného vyhledavani:
bizarni slouceniny zvané metalokarborany jsou efektivnimi
inhibitory vSech resistentnich kmenu HIV PR,
které jsme dosud zkousSeli

- NS 76
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4
1 3 +
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Karborany inhibuji aktivitu resistentnich HIV
proteas

1OOT

vitality

~ 51 HIV-1 PR
F53L HIV-1 PR

K4 HIV-1 PR
F1 HIV-1 PR

ISHIV-1 PR
I8 HIV-1 PR




Karborany jako inhibitory HIV
proteasy: otevrené otazky

Mechanismus ucinku (strukturni analysa?)
toxicita pro bunku a organismus

vazba na biloviny plasmy

rozpustnost, biodostupnost a stabilita

Vyvo] resistence



Trochu optimismu na zaver

e Studium vzniku resistence na molekulove urovni
pomaha odhalit molekulové mechanismy evoluce
mutantnich virovych kment

* Diky detailni strukturni informaci l1ze navrhnout
(nebo nahodné identifikovat) nove inhibitory,
schopn¢ blokovat 1 mutované enzymy (QF34)

* Inhibitory druh¢é generace, navrzene tak, aby
blokovaly resistentni kmeny, mohou dlouhodobé
pozdrzet nebo vubec zabranit vyvoji resistence.
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