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* Med najmanjsimi MO; 0,02 - 0,4 um

* Vidni izkljucno z elektronskim mikroskopom
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Human papillomavirus
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- Antigeni virusni proteini

- Lipidna ovojnica

" Nukleokapsida

" Nukleinska kislina - jedro
RNA DNA
Enojna C )
/\J Dvojnovijacna DNA s

N\U
Dvojna /I\Jj N kovalentno “zataljenimi konci”
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Dvojna cirkularna

o
Dvojnovijacha DNA s kovalentno

Enojna cirkularna pripetimi terminalnimi proteini



SKUPINA VIRUSOV
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DNA virusi

Herpesvirusi Herpes simpleks virus tipa 1 in 2 Encefalitis, oCesne infekcije, kozne (labialni herpes) in genitalne infekcije
Varicela-zoster Norice (otroci)
Herpes zoster Pasasti izpuscaj ali pasovec (odrasli)
Citomegalovirus Hepatitis, bolezen Marekovega virusa
Epstein-Barrov virus Mononukleoza
Adenovirusi Razlicni tipi Infekcije respiratornega trakta in ocesne infekcije (keratitis), konjuktivitis

Papovavirusi

Humani papiloma virusi
Polioma virusi
SV40

Razne koZne papilomatozne infekcije (bradavice)
Mumps
Multifokalna leukoencefalopatija

Poksvirusi

Arenavirusi

Variola

Virus koriocitnega meningitisa
Virus mrzlice Lassa
Ebola virus

Variola (koze)

Vakcinii'a Infektivna mononukleozai ekcem

Limfocitni koriomeningitis,
mrzlica Lassa
hemoragi¢na mrzlica

Koronavirusi

SARS koronavirus (SARS-CoV), razlicne vrste

Navaden prehlad, SARS — hudi akutni respiratorni sindrom

Ortomiksovirusi

Virusi gripe tipa A, Biin C

Gripa tipa A, Bin C

Paramiksovirusi

Virus parainfluence
Respiratorni sincicijski virus
Ospice

Parainfluenca
Respiratorne okuzbe pri otrocih
OSpice

Pikornavirusi

Rinovirusi
Enterovirusi (polio, Coxsackie A in B, ehovirus)

Respiratorne okuzbe (prehlad), GI okuzbe, poliomielitis (otroska paraliza),
asepticni meningitis

Reovirusi Humani reovirus (rotavirus) Blaga respiratorna (prehlad) in GI infekcija
Rabdovirusi Virus rabies Rabies (steklina), encefalitis
Togavirusi Virus encefalitisa Meningoencefalitis, encefalitis,
Virus rubele rubela (rdecke)
Arbovirus rumena mrzlica, mrzlica pes¢ene muhe
Hepatitis virusi Hepatitis tipa A, Bin C Hepatitis
Retrovirusi (Onkornavirusi) | Humani T-celi¢ni limfotropni virus Levkemija, limfom, sarkom, tumor na dojki, T-celicna levkemija,
Virusi tipa B nazofaringealni tumor
Virusi tipa T Misji mlec¢nozlezni tumor
Virus pridobliene imunske pomanikliivosti | AIDS (Zivali)




adsorpcija virusa na
celicno steno

penetracija; vbrizg NK

ali zlitje s celicno
steno

»sla€enje« virusa
transkripcija
translacija

Virusna proteaza
replikacija virusnega
genoma

zdruzitev virusnih
komponent
sprostitev — liticni
cikel ali brstenje
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Skupine protivirusnih ucinkovin

* Glede na tarce/tarcne viruse
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Amantadin(ijev klorid)

 Derivat adamantana; unikaten 10-¢lenski obroc
* Zopervirus gripe A, B

(£ Indicates M2 probeind
= (7) Budding

Endosome, low pH Q%\Sﬁ

(3)|M2 acidifies virion (6) M2 equilibrates
pH gradient between
lumen of Gaolgi and

cytoplasm

e Zavirajo virusni ionofor M2
(virus influence): M2
omogoca vdor H" iz
endosoma v virusni delec —
znizanje pH, zlitie zunanje
membrane z virusno
membrano in disociacija

‘_.h"! Nucleus

4) Release — {;::”
kapsomer il %
* M2 izkljuCno na virusni _
OVOJ”IC' - Selekt|vna X (5) mRMA synthesis, RNA replication

toksicnost
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Rimantadin(ijev klorid)

* Po ucinku mocnejsi derivat amantadina

NH,
HCI
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Enfuvirtid
36 AK dolg sintezni peptid

0. _NH, 0. _MH, 0. OH HO. .
T., I ] ~ | HO I HO l “
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* Homologno zaporedje HR Tt PSR

domeni HIV gp41 T
. . : Tl
* Vezava na virusni protein gp41 — =
preprecevanje zlitja s celicami Ll o e
i oy f L g L g Lo g g L
pomagalkami CD4+ SELA el nel Nl nel el ts)
T HD“-I.‘_._D H. /NH oM HDNv‘w. HH,
e Ustavljen vdor HIV v tarcne U A
T e

celice! LD
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Mehanizem delovanja

Medscape® www.medscape.com

Fusion Inhibitor

Blockade

RALLLLELEY
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Enfuvirtid

Problematika — veckrat dnevno subkutano doziranje (2x)

Rezistenca? — “po meri” izdelani oligopeptidi za vsak
rezistentni sev!

Razvoj — nizkomolekularni inhibitorji zlitja
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Maravirok

* Prvi nizkomolekularni inhibitor fuzije HIV (2007)

* Antagonist CCR5 kemokinskega receptorja na
makrofagih/dendritskih celicah celicah
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Maravirok - zgodba od “zadetka” pa naprej
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Maravirok - zgodba od “zadetka” pa naprej
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DNA polimeraza/RT

Farmakoloski razredi:

Inhibitorji virusne DNA polimeraze
Inhibitorji reverzne transkriptaze
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Inhibitorji DNA polimeraze/RT

Virusna DNA polimeraza/RT — bistvena encimal!
Replikacija/prepis virusnega genoma

http://video.healthhaven.com/video-play.aspx?video=-
2267176077829266904&ei=4IckSdTeBIWiqgKbyPnnBg&qg=DN
A+polymerase+video
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* \grajujejo se nukleotidi trifosfati — substrat za DNA
polimerazo

* Nukleozidni analogi kot inhibitorji DNA polimeraze/RT =>
sistematicne modifikacije

Modifikacija
sladkorne enote

O
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Modifikacija (tri)fosfatnega dela




Nukleozidni inhibitorji virusne DNA
polimeraze — modifikacija sladkorne enote

ACIKLOVIR

* Inhibicija DNA polimeraze — mimetik deoksinukleozida,
nadomestni substrat

* Herpesvirusi: HSV, VZV
 Selektivna toksichost?



Nukleozidni inhibitorji virusne DNA
polimeraze — modifikacija sladkorne enote

* Aciklovir — slaba BU (15-

30%) </|)\ ji”/ </|)\
. LJ }

e Valaciklovir — L-Val ester

valaciklovir valganciklovir

* Ganciklovir — manj

selektiven, infekcije s N §
</ | NH </ | J
CMV, EB P N
o 2 HO
\ﬂ/ :o\og
© adenozin
penciklovir OH vidarabin

j\ famciklovir
0
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nskripta

DNA polimeraza, ki kot Sablono uporablja RNA

Pri retrovirusih
Funkcija — prepis RNA — dvojnovijacna DNA,
sledi vgrajevanje v gostiteljsko DNA (provirus!)

http://www.voutube.com/watch?v=9le028vd
viU&feature=related




Nukleozidni inhibitorji RT - modifikacija
sladkorne enote

Zidovudin



Nukleozidni inhibitorji RT - modifikacija
sladkorne enote

%O s s Tt
el e e e

N zidovudin stavudin zaIC|tab|n lamivudin emtricitabin
o} HN
N
NH
</ I </ | ali Y
=
A \ N) \ NANHZ
HO
0
karbovir abakavir didanozin HO entekavir

@ Selektivno delovanje na RT? — zalcitabin tudi pri
HBYV, lamivudin HV, emtricitabin HBV in HV, entekavir
- HBV



Inhibitorji virusne replikacije — fosfat?

* Tvorba monofosfata — omejitveni faktor nukleozidnih
analogov — rezistenca!!!

 Uporaba fosfata v terapiji?

/N |
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o N N~ “NH,
HO~p—O
I W/o
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»cepitev s fosfatazami
»slaba biol. uporabnost
»slabo prehajanje membran




Nukleotidni inhibitorji virusne DNA
polimeraze/RT — acikli¢ni fosfonati

* Modifikacija fosfata



Nukleotidni inhibitorji virusne DNA
polimeraze/RT — acikli¢ni fosfonati
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HO/T\/O Ho/|\/ HO/TV
cidofovir o adefovir tenofovir
HPPO HPMPC-P wweooe »Pred delovanjem ne podlezejo
fJN (kl . monofosforilaciji
| N"JQ’O N’J%O | N"JQ’

&,f %Jjj @@@,jj " »Inhibitorji virusne DNA polimeraze oz. |
el o S reverzne transkriptaze, nadomestni substrati

L{‘/mj « » Stabilnost — izjemno dolg razpolovni Cas

J/ »Selektivna toksicnost; 8-600x mocCneje
@f PR zaviranje herpesvirusne DNA polimeraze v
{'A primerjavi z DNA polimerazo A

» Sirokospektralni




Nukleotidni inhibitorji virusne DNA
polimeraze/RT — acikli¢ni fosfonati

* Peroralno ucinkovita zdravila?

NH, NH,
NH,

</|) j </:|N\/)N jA/O </N|N>N

DR " VUL

dipivoksiladefovir 0 ( disoproksiltenofovir

+!

HO/P\/

) g
adefovir J\;O

Zahteve: lipofilnost, netoksicnost, stabilnost v
plazmi, hidroliza v celicah/jetrinh



Nukleozidni inhibitorji DNA p. — sprememba
nukleinske baze

ldoksuridin

Inhibitor virusne DNA polimeraze; HSV,

ihnibicija timidilat sintetaze
Slaba selektivna toksicnhost: delno

selektivna monofosforilacija s tim
kinazami, inhibicija humanih DNA
polimeraz

HSV
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HO
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Cr
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idoksuridin; R=I
trifluridin; R=CF3
fluorodeoksiuridin; R=F
bromodeoksiuridin; R=Br



Nukleozidni inhibitorji DNA p. — sprememba
nukleinske baze
Ribavirin

Inhibitor virusne DNA polimeraze; HSV

Mimetik gvanozina z nepopolnim purinskim _eoj\ i
biciklom N NH, A NH
OH 4 \N OH </N | N,)\
(0]

4

Multiplo delovanje na nivoju sinteze o N NH,
RNA/DNA; zavira terminacijo virusne mRNA

(ribavirin trifosfat), specificni zaviralec Ot o OH O
transkriptaze raznih virusov gripe, inhibitor ribavirin gvanozin

inozin-5"-monofosfat dehidrogenaze
(ribavirin monofosfat)

SIROKOSPEKTRALNA UCINKOVINA!
Slaba selektivna toksicnost!



Nenukleozidni inhibitorji reverzne
transkriptaze

* Inhibicija reverzne transkriptaze z alosteriCcno
modifikacijo — strukturno razliCne spojine

* Hidrofobne molekule — vezava v alostericna vezavna
mesta RT

* Zaradi tega - selektivna toksicnost!!! Ni inhibicije
humane DNA polimeraze

* Drugacen mehanizem delovanja od NIRT; odsotnost
navzkrizne rezistence — sinergizem!

0]

efavirenz nevirapin delavirdin
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Antisense DNA
oligonucleotide

_ mRNA
.-""f‘,

DNA

Ribosome Amino acids Protein




eNNoI0gijd

[

N ~A¥FicArnecn
LISCIIOC

) 4
Ml L

Fomivirsen (Vitraven®); oligonukleotid
(21) komplementaren zaporedju mRNA
citomegalovirusa

5'-GCGTTT GCT CTT CTT CTT GCG-3'
Fosforotioatna povezava!

Poznavanje genoma virusov — hitra
izdelava zdravil! (uporaba tudi pri rakastit
obolenjih)

Zanimivost; EMA; 22.5.2002 - odpoklic s
trgal
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How HIV Protease Works

|~ Cutting Sites

HIV proteaza W Viral Polyprotin
(Inactive)

< Protease
Aspartatna proteaza oot
.. . . is cut by prot
Post-translacijske cepitve peptidov; into individual
proteins

funkcionalni gradniki, aktivacija RT,

RNAze H, integraze (poleg HIV: HSV, Qﬁ% _gf _% _g? Active proteins

pikornavirusi, rinovirusi)

How HIV Protease Inhibitors Inhibit Viral Replication

HIV protease recognizes

Inhibitorji aktivnega mesta —
posnemajo substrat (peptid), namesto on polyproten end s proein,
peptidne vezi — HIDROKSIETILENSKA | e ke Lockandicey

S KU PI NA _W -.+.+ Inhibitor mimics cutting site

and binds to protease
u but cannot be cut thereby
inactivating protease
N'-. -1‘-93

Inhibitor (Drug) 7a76A2
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Mehanizem delovanja
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* HIV proteaza — endopeptidaza; cepi vez Phe-Pro

Ph

Asp-25

Asp-25'

Ph

Tetraedricni
intermediat
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Ucinkovine?

NAN S A

H OH

amid Tetraedri€ni intermediat Hidroksietilaminski analog
Mimetik prehodnega stanja



Naravni substrat

Leu—Asn—Phe-é-Pro—IIe

Phe

ZAN

H t
5\C02 BU

Hidroksietilaminski bioizoster
IC5, =6500 nM

T

N
H




P1
)4 P2’
7 N H 0
P3 | H\l)l\ ; Bioizoster prehodnega stanja
H H ﬁ + Asn + kinolin + dekahidroizokinolin
O =\CONH IC5, < 0,4 Nm
? SAKVINAVIR

P1’
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Slabosti sakvinavira

Peptidni karakter
Slaba bioloska uporabnost

Hiter metabolizem — kratek razpolovni cas

!

Rezistenca!

Razvoj novih inhibitorjev HIV proteaze

N

M
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Inhibitorji HIV proteaze

sakvinavir

ritonavir nelfinavir
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“Highly active retroviral therapy”
* Nukleozidni inhibitorji RT
* Nenukleozidni inhibitorji RT

* Inhibitorji proteaze
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Nevraminidaza?

* Virusi gripe; transmembranski encim

 Omogoca odcepitev virusa od gostiteljske celice s cepitvijo
sialicne kisline s celicnega receptorja

b PB1, PB2, PA

P

i NP

NA

O M1
| M2

. NS2

@ NSt
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Neuraminidase activity

Budding virus
Meuraminidase cleaves receptor

1 b H_,.Hemlgglutinin

"3

-I",.-'-"'\-h.
..“' —
) W T= __Release of
Receptor Ly H e
containing —— 1 : :'.___ ,:'E‘ new virions
sialic acid ) P T
i il ) Meuraminidase

Neuraminidase inhibitor

;F"‘:'"f P )

i Meuraminidase

R inhibitors
Receptor |
containing —S€_ A IuaEL B 3 roEs
sialic acid R : _"“- . J s

2 Nevion . _ SIS
“replication -

Cell
membrane
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* Mehanizem delovanja nevraminidaze

OH _ 7 Co;
CO, ?
HO :‘QH , Glycoprotein(lipid) HO -E')H Gl tei
' O O ————  AcHN= S OH J(;r ?lcfoprﬁ) (ieolln
AcHN Neuraminidase HO VP
HO or sialidase

Sialic acid or
N-Acetylneuraminic acid
(Neu5Ac)
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 Mehanizem cepitve sialicne kisline

HO

o COOH
A\
'Qn/ N 07/ >0—SLADKOR

HO
O

nevraminidaza

Ll

HO HO
OH @ o OH ®
~ - N =
Hov B 07 cooH HO™ N 0=/ ~cooH
o R
o) o)

PREHODNO STANJE!

HO
COOH

OH

sialiéna kislina

|

+ SLADKOR-PROTEIN
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* \Vezavno mesto za sialicho kislino
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O aminidaze
Vezavno mesto za sialicho kislino

e Karboksilat pomemben

* Glicerolna skupina

e Acetamid

* Planarna struktura, ki posnema prehodno
stanje
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Kompetitivni inhibitorji
Mimetiki prehodnega stanja

OH OH

O™ N N PPN 0.__-COOH
Gt P o1 | DANA : Ki = 4x106 5-10uM

sialicna kislina - prehodno stanje DANA
OH
HO OH S OH
3 0 CO; 0. _COOH
_ _ AcHN Y, HO™
5-aminoDANA : Ki = 4x108 ——>  OH

H,0 @ 0 Hﬁ
£y Ay
(04 ~C:)x0 © HN

T

Glu-119 zanamivir : Ki = 3x10-1

zanamivir
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Arg 371
|
NH
H,N% - NH .Arg %2
NH, . @® 7 HN(_ _NH
! : : Y- ”
- [1® : @
118 . HN=\«
Arg NH, : : H,N
......... 0
............... (9\>,e.|u276
q
------- o NH;
..... o
A|a246 H2N s“NH
H C/ ‘
222
Dodatne interakcije! ;e
odaltlne intera Clje. HN=<@
A
152Arg/ NH, Trp178
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e Zanamivir ni idealna ucinkovina!

OH
HN

HNT % HN
N HN 2
/KO NH2 O W/NHZ NH2
. HN
oseltamvir HN

. . peramivir
laninamivir



 Nevraminidaza —izjemno veliko Q go
mutacij
* Sevi, ki lahko povzrocijo o'e NS

epidemijo — HIN1, H3N2, H5N1

(antigenic shift, antigenic drift) G ROt i A
avian strain

new highly pathogenic
human strain
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Vakcinacija — neuspesna zoper druge seve!

Ohranjanje aktivhega mesta —18 AK v
aktivnem mestu invariabilnih!! - moznost za
uspeh inhibitorjev aktivhega mestal

Sirokospektralnost inhibitorjev nevraminidaze
Rezistenca?



Literatura predavanj

G. L. Patrick: An introduction to medicinal chemistry,
Oxford University press, 3nd (4th) ed., 2005:

* 17 (20) poglavje
Foye’s Principles of Medicinal Chemistry, 5. (6.) izdaja:
e 39.(43.) poglavje



