20

REVIEW

Antivirové peptidy a jejich vyuziti pro 1é¢bu chripky
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Therapeutical application of antiviral peptides against influenza virus
Influenza spreads around the world in seasonal epidemics and it is caused by a variety of
species and strains of viruses, in any given year some strains can die out while others create
epidemics, while yet another strain can cause a pandemic. The peptides may present the new
generation of antiviral drugs with the broad spectrum of activity. The antiviral effects depend
on their structure as well as the target part of the virus. We showed the manner of action of

peptides on the influenza virus. The entry blocker peptides interact with hemagglutinin and
inhibit the viral fusion. Furthermore the peptides are capable to disrupt viral envelope or block
the viral replication. The perceptivity of therapeutic peptides is supported by wild abilities
of their synthesis, possibility of modifications, synthesis for specific action, minimizing the
emergence of resistance. Clearly, all these studies are promising, and need to be expanded.
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Uvod

Soucasti vrozeného a adaptovaného imunit-
niho systému vsech savctl jsou peptidy’, které
vykazuji i¢innou chemickou obranu euka-
ryotickych bunék proti bakteriim, houbam a
virim?. V soucasnosti jsou casto diskutované
peptidy se schopnostiinhibovat virové infekce
jako je HIV, hepatitis, herpes simplex a v ne-
posledni fadé virus chripky®. Mimo prirodni
peptidy vytvorené Zivoc¢iSnymi organismy pro
obranu pred patogeny, je zde velky pokrok v
jejich laboratorni pripravé. A to jak za pomoci
bakteriofagi, tak syntézou umélou, obvykle
na pevném nosici*. Pomoci modernich metod,
napriklad knihovnou fagového displeje (Ph.D.),
1ze sledovat interakce mezi peptidem a virem,
ale i navrhnout vhodné sekvence, které by vy-
kazovaly nejvyssiac¢innost proti danému viru®.
Neméné€ uzitecné jsou také softwarové progra-
my umoznujici provedeni prediktivnich studii,
kterymi je mozné sledovat moznosti protein-
-protein, protein-peptid interakce a lze zazna-
menat zmény konformace ptivodniho proteinu®.
Neméné€ studovanou oblasti antivirovych pep-

tidi je jejich enkapsulace do nanotransportéra
jako jsou liposomy nebo rtizné nanokonstrukty.
Diky tomuto propojenilze na jedné stran€ zvy-
$it jejich selektivitu a i¢cinnost ochranou proti
biodegradaci vorganismu a na stran€ druhé vol-
bou vhodného transportéru lze zamezit jejich
toxicité€ vici okolnim bunkam v organismu’.

Chemické a fyzikalni vlastnosti
peptidu

Primarni struktura peptidu a pripadné z ni
vyplyvajici sekundarni struktura ovliviiuji jeho
vysledny naboj. Z tohoto pohledu 1ze peptidy
rozdélit na anionické, a kationické. Anionic-
ké peptidy vykazuji celkovy naboj v rozmezi
od -1 do — 7 a je u nich bézna posttranslacni
modifikace ptijejich biologické syntéze, ktera
je klicova pro antimikrobialni aktivitu. Ka-
tionické peptidy vykazuji celkovy naboj od
+2 do +9 a amfipatické vlastnosti, které jim
umoznuji reagovat a narusovat lipidové mem-
brany patogennich mikroorganismii®. Zatimco
primarni struktura je u vétSiny peptidii znacné
homologni, u sekundarnich struktur dochazi
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ke zna¢né konformacnivariabilité. Na zdkladé
sekundarni struktury peptidu je 1ze rozdélit
na a-helikalni peptidy tvorici nejpocetnéjsi
skupinu a konformaci p-listu, ktera se vyzna-
¢uje pomérné malym mnozstvim helikalnich
domén organizovanych dle amfipaticity. Mimo
tyto dvé nejpocetnéjsi skupiny se vyskytuji
peptidy s rozvolnénou strukturou, nebo uspo-
radané do smycky. VSechny peptidy vykazuji
schopnost tvorit amfipatickou nebo amfifilni
konformaci, ktera je charakteristicka perio-
dicky se opakujicimi uiseky, ve kterych se st¥i-
daji hydrofobni a hydrofilni domény °. Diky
riznorodé struktute peptida se méni jejich
hydrofobicita, velikost, naboj, amfipatie, ihly
polarnich vazeb tak stejné jako tyto vlastnosti
urcuji jejich mechanismus ucinku a specifitu,

ii) lyze virové &stice
narudenim lipidové
dvojvrstvy

i) inhibice vstupu virov,
Castice do buiiky

Vazba viru k hostetelské
buiice skrze specifické
membrinové receptory

Vstup viru do bufiky

ktera je dana rozdily ve slozeni a struktute
membran sav¢ich bunék a virt ©°.

Interakce viru s peptidy

Interakce peptidu s ¢astici viru nejsou dosud
komplexné prozkoumany, avSak byly obecné
popsany tfi mechanismy: i) peptidy interaguji
se slozkami virové obalky a tim je dosazena
inhibice adheze a invaze ¢astice do hostitelské
buniky, ii) peptidy narusilipidovou dvojvrstvu
virové obalky obdobné jako je tomu u patogen-
nich mikroorganismt a dochazi k lyzi ¢astice,
iii) peptidy inhibuji replikaci virové RNA ¢i
DNA, vétsinou interakci s virovou DNA/RNA
polymerazou, ktera katalyzuje replikaci nuk-
leové kyseliny ' (Obr. 1).

Obrazek 1: Schéma ptisobeni peptidil v protivirové terapii: i) peptidy interaguji se slozkami virové obal-

ky a tim je dosazena inhibice adheze a invaze ¢astice do hostitelské buriky, ii) peptidy narusi lipidovou

dvojvrstvu virové obalky a dochazi k lyzi ¢dstice, iii) peptidy inhibuji replikaci virové RNA ¢i DNA,

vétsinou interakci s virovou DNA/RNA polymerazou
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Peptidy interagujici se slozkami virové
obalky (blokatory vstupu)

Chtipkovy virus je pleomorfni ¢astice sféric-
kého nebo vlaknitého tvaru. Virova RNA je
ulozZena v helikoidalni kapsid€ a nukleokapsida
je obalenalipidovou membranou, které na svém
povrchu nese dva glykoproteiny hemaglutinin
(HA) a neuramidiazu, zodpovédné za patoge-
nitu viru'?. Plisobeni antivirovych peptidd je
zameéreno na interakci s témito proteiny tim,
Ze je omezena nebo zastavena jejich funkce
a virus tak neni schopen proniknout do hos-
titelské buriky 3. Do této skupiny patii 20-ti
aminokyselinovy peptid, odvozeny od signalni
sekvence rustového faktoru*fibroblastii, ktery
se specificky vaze na chtipkovy HA protein u
vétsiny mutaci chiipkovych virti in vivo i in vitro.
Mimo jiné vykazuje nizkou cytotoxicitou vici
tkanovym burikdm™. Peptid C, H,.CO-ARL-
PRTMVHPKPAQP-NH, s konzervativnisekven-
ci ARLPR, ktery se pfimo vaze na podjednotku
hemaglutininu byl navrzen pomoci knihovny
fagového displeje. Diky strukturni podobnosti
s kyselinou sialovou blokuje vstup viru do hos-
titelské bunky. Dalsi antivirové peptidy patii
do skupiny cyklickych delta defenzind, tzv.
retrocyklind, které jsou tvoreny spojenim N a
C domény dvou peptidii 31°,. Predchozi studie
potvrdily jejich schopnost inhibovat fuzi HIV
viru s hostitelskou burikou a podobnym me-
chanismem pres HA také fiizi viru chripky'®"’.

Peptidy puisobici na virovou obalku

Virova obalka se formuje zbunécné membrany
hostitelskych bunék'® . Obalky chripkového
viru jsou bohaté na sfingolipidy a choleste-
rol?°, ktery jim udava amfipatické vlastnosti
a negativni naboj* vytvarejici elektrostatické
membranové interakce s pozitivné nabitymi
kationickymi antimikrobidlnimi peptidy?>2.
Peptidy nalezici do skupiny katelicidinii jsou
zapojeny do imunitniho systému?* a vykazuji
schopnost primo deaktivovat virovou ¢astici na-
rusenim lipidové dvojvrstvy?®. Prvniizolovany
peptid z této skupiny je lidsky LL-37 peptid?.
Jeho tic¢inky byly studovany na viru zptisobujici
nestovice (VACV), ktery pattido stejné rodiny
jako chtipkovy virus. Mechanismus t¢inku byl
popsan pomoci kobercového modelu?®, kdy se

peptidy nevmezeruji do membrany, ale sefazuji
se paralelné k dvojvrstvé, setrvavaji v kontaktu s
lipidovymi skupinami a pokryvaji okolni oblast.
Orientace peptidii vede k lokalnim porucham ve
stabilité membrany, coz ma za nasledek tvorbu
trhlin, vytékani sloZek cytoplazmy, poruseni
membranového potencidlu a ve vysledku dezin-
tegraci membrany. Dal$im peptidem, u kterého
byly prokazany antivirotické i¢inky je melitin
(GIGAVLKVLTTGLPALISWIKRKRQQ-NH,),
ktery byl izolovan z jedu vcely evropské (Apis
mellifera)?”-?8. Bylo potvrzeno, zZe jeho primarni
struktura je schopna deformovat lipidovou
dvojvrstvu, vytvaret artificialni pory, coz vede
k protrzeni a lyzi virové ¢astice?. S timto pep-
tidem jsou spojovany dva mechanismy ti¢inku;
a to kobercovy model*® a model toroidniho
poru3t3? ktery je charakteristicky shlukem
peptid na povrchu mikrobidlni membrany
podobneé jako je tomu u kobercového modelu.
Nasledné dochazik postupnému vkladani pep-
tidt do lipidové dvojvrstvy kolmo k mikrobialni
membrané a tim dochazi k jeji deformaci. 3334
. Zcela odliSnym mechanismem se vyznacuji
peptidy, které jsou schopné se koncentrovat
v prostiedi o nizkém pH (pHlip), naptiklad v
misté infikované plicni tkan€. Tyto peptidy jsou
ve vodeé rozpustné membranové peptidy, slabé
reagujici s buné¢nou membranou pfi neutral-
nim pH bez toho aniz by vstoupily do lipidové
dvojvrstvy. Pokud je pH prostiedi nizsi nez 7,
pHlip peptidy vstoupi do membrany a vytvari
stabilni transmembranové a-helix struktury,
které Ize vyuzit jako nosic riiznych 1é¢iv urce-

s ¥z

nych pro inaktivaci virové ¢astice®.

Peptidy, které jsou schopny inhibovat
replikaci virové RNA

Pod virovym obalem se nachazi strukturalni
matrixovy protein M1 obalujici molekulu RNA,
nukleoprotein tvorici kapsidu a virovou RNA
polymerazou, ktera je nezbytna pro virovou
transkripci. Peptidova terapie je v tomto pti-
padé zacilena na interakci s virovou RNA po-
lymerazou, ktera je sloZena ze tii proteinovych
podjednotek PB1,PB2 a PA, kédovanymi tfemi
segmenty virového genomu ¢%7. Polymerazovy
komplex se specificky navaze na 5 -konec geno-
mové RNA, tim se aktivuje k vazbé na Cepicku
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bunécné mRNA. Dochazi ke zméné konforma-
ce genomové RNA do vlasenkové struktury,
¢imz se aktivuje endonukledza polymerazo-
vého komplexu. Endonukleaza $tépi ¢epicku
bunéc¢né mRNA a dojde k vytvoreni aktivniho
transkrip¢niho komplexu 3. Antivirova terapie
je v tomto pripadé zacilena na interakci mezi
virovou polymerazou a peptidem, ktery nava-
zanim na specificky tsek virové polymerazy
zabrani jejimu rozstépeni a tim nedochazi k
transkripci virového genomu. P¥ikladem zmi-
néného zptisobu inhibice je 25 aminokyselinovy
peptid odvozeny z N domény PB1 podjednotky,
kde navazanim na specifické misto trimeru
zpusobi naruseni vazby PA-PB %°. V porovnani
s ostatnimi druhy terapeutik prinasi peptidy,
které inhibuji virus chtipky interakci s virovou
polymerazou, mnoho vyhod v antivirové terapii
v porovnani s ostatnimi druhy 1é¢iv. Oproti
jinym terapeutikiim maji odliSny mechanismus
ucinku a tim vyrazné snizuji pravdépodobnost
ktizové rezistence. Dale maji nepostradatelné
aminokyseliny pro podjednotky PB1,PB2 a PA
velmi konzervativni sekvence u vsech kme-
nu viru chfipky a tim jsou uc¢inné v sirokém
spektru virovych rodti. V neposledni radé je
zde moznost zacilit odlisné interak¢ni mista
v polymerazovém komplexu, napriklad mezi
PA a PB1, tak jako mezi PB1 a PB2. Diky tomu
Ize vytvofit antivirovy ,koktejl®, ktery by mél
znac¢nou uc¢innost proti mutantim viru, které
unikly ptisobeni protilatek*°.

Zaveér

Chtipkové viry pravidelné zpiisobuji kazdo-
ro¢ni epidemii, ktera prochazi napric svétem.
Soucasné terapeutické pristupy maji proti viru
dostatecnou efektivitu, avsak diky ¢astym mu-
tacim chripkového genomu dochazik rezistenci
tohoto viru protijiz nékterym pouzivanym léci-
vim. Peptidova terapie predstavuje novou gene-
raci antivirotik se $irokym spektrem ptisobeni.
Jejich ticinek muiZe byt zacileny i na bakterialni
infekce, které se Casto spousti po oslabeni orga-
nismu vzniklou vir6zou. Antivirové ptisobeni
peptidt zavisi na jejich strukture stejné tak jako
na ciliinhibice virové ¢astice. V tomto prehledu
jsouuvedeny hlavni strategie antivirové terapie
proti viru chripky. Peptidy blokujici vstup do

hostitelské burky interaguji s povrchovym
glykoproteinem hemaglutininem a tim zabrani
vstup virové ¢astice do hostitelské burnky. Dalsi
skupina peptid je schopna narusit lipidovy
obal viru a tim ¢astici lyzovat a inaktivovat.
Nejrozsitrenéjsim modelem pro tyto interakce
je kobercovy model nebo model toroidniho
péru, avsak neni vylouceno, Ze ostatni peptidy
mohou vykazovat dal$i mechanismy uc¢inku
jako je model sudové skruze nebo micelarnich
agregatli. Neméné vyznamnou skupinou jsou
peptidy, které primo inhibuji replikaci viru
a to interakci s virovou RNA polymerazou.
Antivirové peptidy se jevi jako perspektivni
terapeutika nejen proti viru chripky, ale také
i pro ostatni virové onemocnéni, napriklad
HIV, VACV nebo lidského papilomaviru (HPV).
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