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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie fosfonowych analogéw lizyny oraz argininy w leczeniu
choréb wywotanych przez wirusa Zika, jako specyficznych inhibitoréw wirusa Zika.

Wirus Zika nalezy do rodziny Flaviviridae, rodzaju Flavivirus, (Lanciofti RS, Kosoy OL, Laven JJ,
Velez JO, Lambert AJ, Johnson AJ, Stanfield SM, Duffy MR. Genetic and serologic properties of Zika
virus associated with an epidemic, Yap State, Micronesia, 2007. 2008. Emerg Infect Dis. 14,1232—-
1239). Wiele flawiwiruséw to istotne patogeny zagrazajgce zyciu i zdrowiu cztowieka. Przyktadem moze
by¢ wirus z6ttej febry (YFV), wirus dengi (DENV) czy wirus Zachodniego Nilu (WNV). Materiat gene-
tyczny flawiwirus6w stanowi dodatnia ni¢ RNA zbudowana z okoto 11 000 nukleotydéw. Wirusowe RNA
koduje trzy biatka strukturalne (kapsydu, btonowe oraz otoczki) i siedem niestrukturalnych biatek (NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B i NS5). Po raz pierwszy wirus Zika, zostat zidentyfikowany
w Afryce, jednak rozprzestrzenit sie juz takze w Azji oraz Ameryce Potudniowej i Srodkowej (Dick, GW,
Kitchen, SF, Haddow, AJ, 1952. Zika virus. I. Isolations and serological specificity. Trans. R. Soc. Trop.
Med. Hyg. 46, 509-520). Wirus Zika przenoszony jest przez komary z gatunku Aedes aegypti. W 75%
przypadkow infekcja wirusem zazwyczaj przebiega bezobjawowo. W pozostatych przypadkach wyste-
pujg objawy grypopodobne oraz wysypka (tzw. gorgczka Zika). Choé dla zdrowego organizmu infekcja
wirusem Zika nie stanowi zagrozenia dla zycia cziowieka, to zakazenie w trakcie cigzy moze wigzac sie
z rozwojem matogtowia u ptodu. Istniejg réwniez doniesienia tgczace zakazenie wirusem Zika z rozwi-
nieciem sie zespotu Guillaina-Barrego. Niestety, obecnie nie ma dostepnej skutecznej szczepionki prze-
ciwko wirusowi Zika. Dodatkowo nie istniejg zadne doniesienie literaturowe dotyczgce aktywnosci ni-
skoczgsteczkowych zwigzkéw organicznych hamujgcych replikacje wirusa Zika (Weaver SC, Costa F,
Garcia-Blanco MA, Ko Al, Ribeiro GS, Saade G, Shi PY, Vasilakis N. 2016.Zika virus: History, emer-
gence, biology, and prospects for control. Antiviral Res. 130,69-80).

Wirus Zika w swoim genomie koduje proteaze NS3, ktéra wykazuje duzg homologie do analo-
gicznych biatek wirusa Dengi (DENV) czy wirusa Zachodniego Nilu (WNV). Wykazano,
iz inaktywacja proteazy NS3 prowadzi do inhibicji wzrostu DENV oraz WNV w testach komdrkowych
(Chappell KI, Stoermer MJ, Fairlie DP, Young PR. 2008. West Nile Vims NS2B/NS3 protease as an
antiviral target. Curr Med Chem. 15, 2771-84).

W literaturze naukowej i patentowej przedstawiono wiele przyktadéw zastosowania fosfonowych
analogo6w lizyny oraz argininy w postaci estréw kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych jako specyficznych
inhibitorow proteaz serynowych. Istniejg réwniez doniesienia o ich aktywnos$ci wzgledem wirusowych
proteaz serynowych z wirusa zapalenia watroby typu C oraz wirusa Zachodniego Nilu (Skoreriski M.,
Oleksyszyn J, Sienczyk M.: Antiviral pharmaceutical preparation for use in treatment of hepatitis C,
PZ2/3138/PCT/AR, Skorenski M., Oleksyszyn J., Sieniczyk M.: Zastosowanie fosfonowych analogéw li-
zyny oraz argininy do hamowania aktywnosci proteolitycznej proteazy NS2B/NS3 wirusa Zachodniego
Nilu, Zgtoszenie Patentowe nr P409664 (02.10.2014)).

W literaturze patentowej i naukowej nie istniejg doniesienia o fosfonowych analogéw lizyny oraz
argininy w postaci zastosowaniu estrow kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych, jako inhibitoréw proteazy
NS3 ekspresjonowanej przez wirus Zika.

Istotg wynalazku jest zastosowanie fosfonowych analogdw lizyny oraz argininy w postaci estrow
kwasow 1-aminoalkilofosfonowych o wzorze ogélnym | w ktérym Y oznacza grupe aminowg lub guani-
dynowa, X oznacza podstawnik pozycji para, ktéry moze stanowié: atom chloru (-Cl) podstawnik etylowy
(-CH2CH3s), podstawnik iso-propylowy (-CH(CH(3)2), podstawnik metoksylowy (-OCHs), podstawnik tert-
butylowy (-C(CHs)2) w leczeniu chordb wywotanych przez wirus Zika, poprzez hamowanie proteazy NS3
ekspresjonowanej przez wirus Zika.

Synteza zwigzkéw przedstawionych wzorami |-V przebiega zgodnie z metodg opisang
w literaturze (Siericzyk M, Oleksyszyn J. 2006. Inhibition of trypsin and urokinase by Cbz-amino(4-gua-
nidinophenyl)methanephosphonate aromatic ester derivatives: the influence of the ester group on their
biological activity. Bioorg Med Chem Lett. 16, 2886-90).

W pierwszym etapie przy zastosowaniu odpowiednich fenoli (4-chlorofenol, 4-etylofenol,
4-izopropylofenol, 4-tert-butylofenol. 4-metyloksyfenol) oraz chlorku fosforu (PCls) otrzymuje sie odpo-
wiednie fosforyny trialylowe, ktére nastepnie uzywa sie w reakcji a-amidoalkilowania karbaminianem
benzylu oraz 4-nitrobenzaldehydu, ktére dajg fosfonowe nitrowe pochodne fenyloglicyny. Zastosowanie
uwodnionego chlorku cyny (SnCl2) we wrzacym octanie etylu umozliwito przeksztatcenie pochodnych
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nitrowych w pochodne aminowe. Uzycie N,N’-di-Boc-S-etyloizotiomocznika jako odczynnika guanidy-
nujgcego w obecnosci chlorku rteci prowadzi do otrzymania pochodnych guanidynowych.

Struktury prezentowanych zwigzkéw to fosfonowe, elektrofdowe analogi aminokwaséw (diary-
lowe estry fosfonowych analogéw aminokwasow). Zwigzki nalezgce do tej klasy charakteryzuje wysoka
specyficznos¢ i absolutna selektywnos$¢ dziatania wobec proteaz serynowych. Dodatkowo nie sg tok-
syczne in vivo oraz posiadajg wysokg (>72h) stabilno$é w ludzkiej plazmie (Sienczyk M, Oleksyszyn J.
2009. Irreversible inhibition of serine proteases — design and in vivo activity of diaryl alpha-aminopho-
sphonate derivatives. Curr Med Chem. 16, 1673-87). Prezentowane fosfonowe aromatyczne analogi
lizyny i argininy mogg stanowi¢ nowg strategie w zwalczaniu infekcji wywotanych wirusem Zika.

Przedmiot wynalazku zostat blizej przedstawiony w przyktadach realizacji oraz na rysunku na
ktérym:

Fig. 1 przedstawia wykres przedstawiajgcy zahamowanie replikacji wirusa Zika przez zwigzku
WKS 3, w poréwnaniu do kontroli DMSO.

LRV = logarytmiczny spadek liczby kopii RNA wirusa. Istotno$¢ statystyczna zostata okreslona
przy pomocy jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA), gdzie o = 0,05.

Fig. 2 przedstawia wykresy cytotoksycznosci zwigzku WKS 3 w wybranych hodowlach komdérko-
wych.

A - linia komérkowa Vero; B — pierwotne ludzkie fibroblasty skérne (HSF); C — pierwotne ludzkie
fibroblasty ptucne (HLF). Istotno$¢ statystyczna zostata okre$lona przy pomocy jednoczynnikowej ana-
lizy wariancji (ANOVA), gdzie o = 0,05. Brak oznaczenia wskazuje, ze zmiana nie jest istotna staty-
stycznie.

Przyktad 1. Aktywnosé biologiczna zwigzkdéw przedstawionych wzorami ll-V

Aktywnos$¢ zwigzkéw wzgledem wirusowej proteazy NS3 oraz wptyw zwigzkéw na replikacje wi-
rusa Zika w hodowlach komdérkowych przedstawiono w Tabeli 1. Aktywno$¢ inhibitorowa zwigzkéw zo-
stata wyznaczona przy uzyciu rekombinowanej proteazy NS3 wirusa Zika oraz fluorogenicznego sub-
stratu zgodnie z metodg przedstawiong przez Gruba i wsp. (Gruba N, Rodriguez Martinez JI, Grzywa
R, Wysocka M, Skoreniski M, Burmistrz M, tecka M, Lesner A, Siericzyk M, Pyr¢ K. Substrate profiling
of Zika virus NS2B-NS3 protease, FEBS Lett. 2016, 590, 3459-3468).

Tabelal.
Aktywno$¢ biologiczna zwigzkdéw przedstawionych wzorami Il- V

_ o % zahamowania replikacji
Zwigzek | Inhibicja proteazy NS3
wirusa Zika w komorkach Vero

11 Ki=64 uM 100%; Ci= 100uM
ko/Ki= 11 M''s! ’

)| Ki=18 uM 100%; Ci= 100pM
ko/Ki=22 Mg’

v 5%; Ci=100uM 10%; Ci= 10uM

\Y 3%; Ci=100uM 5%, Ci= 10uM

VI 8%,; Ci=100uM 30%; Ci= 10uM

Przyktad 2. Hamowanie aktywnos$ci proteolitycznej proteazy NS3 wirusa Zika in vitro.

Testy enzymatyczne przeprowadzono w temperaturze 37°C przy uzyciu biatych ptaskodennych
mikroptytek 96-cio dotkowych firmy Corning. Do pomiardéw wykorzystano spektrofluorymetr Spectra Max
Gemini XPS firmy Molecular Devices, a analize uzyskanych danych przy uzyciu programoéw SoftMax
5.0.1, Microsoft Excel oraz GraphPad Prism 5.01. Zastosowane stezenie enzymu wynosito: 0,04 pg/ml;
uzyto substrat: Pyr-Arg-Thr-Lys-Arg-AMC w stezeniu 83 uM. Test przeprowadzono w buforze: 50 mM
Tris, 1 mM CHAPS, 20% glicerol, pH 8,5.

W pierwszym etapie przeprowadzono test przesiewowy. W tym celu dokonano pomiaru aktywno-
&ci inhibitorowej kazdego zwigzku w stezeniu 100 uM inkubowanego wstepnie z enzymem przez 15
minut. Nastepnie dla zwigzkéw, ktére wykazaty wiecej niz 10% inhibicji wyznaczono doktadng wartos¢
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Ki oraz k2/Ki. Statg szybko$ci reakcji pozornie pierwszorzedowej wyznaczano dla siedmiu réznych ste-
zen inhibitora korzystajgc z réwnania:

v,

[Pl =vt+

iYs — p(—kopst)
kobs [1 € ]

(1)

(nastepnie wyznaczono statg szybkosci reakcji drugorzedowej wykorzystujgc réwnanie:

_ ko]
obs — K[ + [l]

(2)

Przyktad 3. Zahamowanie replikacji wirusa Zika w komérkach Vero przez zwigzek przedsta-
wiony wzorem |IlI.

Zbadano zahamowanie replikacji wirusa Zika (ZIKV, ang. Zika Virus, szczep H/PF/2013) przez
zwigzek przedstawiony wzorem Ill. W ramach eksperymentu inkubowano komorki linii Vero (African
green monkey kidney normal) z 20-100 uM roztworami zwigzku przedstawionego wzorem Il lub kon-
trolnym roztworem DMSO w pozywce DMEM z 3% surowicy bydlecej. Po 1 godzinie inkubacji
w 37°C, komérki zainfekowano wirusem Zika o mianie 800 TCIDso/ml. Po 2 godzinach inkubacji pozywka
hodowlana zostata usunieta, a komérki zostaty przemyte trzykrotnie czystym roztworem PBS
i pozostawione w temperaturze 37°C w pozywce zawierajgcej zwigzek Ill. Probki nadsgczy komoérko-
wych zostaty pobrane po 72 godzinach od inokulacji wirusem. Z pobranych prébek wyizolowano catko-
wite RNA, ktére nastepnie poddano reakcji odwrotnej transkrypcji, po czym wykorzystano je jako ma-
tryce do reakcji PCR. Otrzymane wyniki przedstawiono na rycinie 1. Zaobserwowano, ze zwigzek przed-
stawiony wzorem Ill w stezeniach 20 uM i 40 uM efektywnie zahamowat namnazanie sie wirusa ZIKA
w wykorzystane;j linii komorkowej. Stezenia 80 1100 pM byty toksyczne dla komoérek, wiec wykluczono
je z analizy.

Przyktad 4. Cytotoksycznos¢ badanego zwigzku przedstawionego wzorem Il w hodowlach
komorkowych.

Zbadano cytotoksycznos$¢ zwigzku na linii komaérkowej Vero (African green monkey kidney nor-
mal) wrazliwej na zakazenie wirusem Zika, jak réwniez na pierwotnych ludzkich fibroblastach skérnych
(HSF) i ptucnych (HLF). Eksperyment przeprowadzono poprzez inkubacje komérek Vero, HSF i HLF
z wzrastajgcymi stezeniami badanych zwigzkéw (20-100 pM) lub kontrolnego roztworu DMSO
w pozywce hodowlanej DMEM z dodatkiem 3% surowicy bydlecej. Cytotoksyczno$é zwigzkéw okre-
Slono za pomocg kolorymetrycznego testu XTT, ktérego dziatanie opiera sie na zdolnosci enzyméw
mitochondrialnych do redukcji barwnika XTT (ang. (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetra-
zolium-5-carboxanilide) do barwnych soli formazanu. Okre$lenie iloSci zywotnych komérek mozliwe jest
dzieki bezposredniej zaleznosci, pomiedzy iloScig powstatego barwnika, a zywotnoscig i kondycjg ko-
morek. Cytotoksyczno$é komoérek okreslono po 72 h inkubacji z badanymi zwigzkami. Wyniki analizy
przedstawione sg na rycinie 2. Obydwa zwigzki wykazywaty cytotoksyczno$é w stezeniach = 80 uM;
jednak w stezeniach 20 pM i 40 UM nie miaty wptywu na zywotno$¢ komorek.

Zastrzezenie patentowe

1. Fosfonowe analogi lizyny oraz argininy w postaci estrow kwaséw 1-aminoalkilofosfonowych
0 wzorze ogélnym | w ktérym Y oznacza grupe aminowg lub guanidynowg, X oznacza podstawnik
w pozycji para, ktéry stanowi: atom chloru (-Cl) podstawnik etylowy (-CH>CHs), podstawnik iso-propy-
lowy (-CH(CHs3,)2). podstawnik metoksylowy (-OCHs), podstawnik tert-butylowy (-C(CH3)2) do zastoso-
wania w leczeniu choréb wywotanych przez wirusa Zika, poprzez hamowanie proteazy NS3 ekspresjo-
nowanej przez wirusa Zika.
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