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= Obecna informace o viru klistové encefalitidy

» Testovani nukleosidovych analogu proti viru KE a jinym
flavivirum

» Moznosti vyuziti schvalenych Iéku na terapii klistové
encefalitidy
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TBE virus

Louping ill

Virus klistové encefalitiday
Zastupce Celedi Flaviviridae ™ Yellow fever

[——— virus
: v . .. Flavivirus
= Virus KE patfi do rodu Flavivirus v ramci ! T nese

Celedi Flaviviridae, ktera predstavuje rodinu encephalitis virus
asi 70 RNA viru

= Fada flaviviru je medicinsky vyznamnych
(puvodci neuroinfekci, hemoragickych
horecek, teratogenni...)

Dengue fever
virus

\J

= VeétSina flavivirl je pfenaSena pomoci —
zeny G i imé (&t v - Hepatitis C
nakaZenych ¢lenovcil, zejména klistat a

komaru (arboviry — arthropod-borne viruses).

Hepatitis G
virus

Hepatitis G
virus

Virus KE patfi mezi flaviviry s nejvétsSim
dopadem na Clovéka

Classical swine fever
virus

\J
}
J

Bovine viral

diarrhea virus
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Objev viru KE

= poprvé popsano roku 1931, kdy
rakousky |ékaf H. Schneider
pozoroval pravidelny sezénni vyskyt
nemoci, kterou pojmenoval
,Epidemische akute Meningitis
serosa”

» Lidovy komisariat zdravotnictvi
SSSR v roce 1937vypravil sérii
expedici na rusky Dalny vychod, za
ucelem zkoumani noveho
onemocneéni tehdy oznaCovaneého
jako ruska jaro-letni encefalitida.

,Postupovali jsme v zakrytu za sebou a
casto jsme se zastavovali, abychom si
navzajem snali kliStata... Po dvou az tri
kilometrovém pochodu Ize na sobée nalézt
stovku i vice klistat*”
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Objev viru KE

= Rada ¢&lent expedice onemocnéla,
néktefi méli tézky prubéh, néktefi
zemreli, jini ztratili zrak nebo
ochrnuli.

= Michail P. Cumakov — ¢aste¢né
ochrnuti a poskozeni sluchu

» Podafilo se izolovat novy virus z
pacientu, hlodavcu i klistat

= E. N. Pavlovsky definoval teorii o
prirodni ohniskovosti
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Objev viru KE ve Evrope

= 1948: Krej€i, Rampas a Gallia — prvni
izolace viru KE v Evropé

= Dr. F. Gallia zemrel nasledkem kliStové
encefalitidy komplikované sekundarni
laboratorni infekci ve véku 38 let

= Pacient ohrozoval ostatni nemocné, vstal z
postele a nasilim sousedovi vnucoval
snidani, vyhrozoval mu, ze ho uskrti, a
SkutecCné ostatni pacienti ho museli nasilim
odtrhnout. ....nékdy se pacient choval tak,
Ze to pusobilo, jako by si z Iekart délal
dobry den.” ,,Pacient mél zrakové
halucinace (vidél mysky), i sluchoveé. Stale
vykfikoval, ze Kristus byl prvni socialista.”

Lékarske listy, 1949

Encephalitis epidemica — Dr. Fr. Gallia
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Virus KE:

Geograficka distribuce

= Virus KE se vyskytuje v vétSiné Evropy a
v severni a vychodni Asii
véetné Ruské federace, severni Ciny,
Japonska a jizni Koreje

= Geneticka analyza kmenu z riznych
oblasti odhalila, Ze existuji
3 genetické linie viru KE (+ nove
objevené dalSi dva genotypy na Sibii).

= Na zakladé jejich geografickeé distribuce,
bny pojmenovény jako: [ Western subtype [ Both subtypes [ Eastern subtypes
— Evropsky subtyp

— Sibifsky subtyp

— Dalnovychodni subtyp
— Bajkalsky subtyp

- Himalajsky subtyp

https://www.evereast.co.uk/journal/responsible-adults-vaccinations
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Virus KE:

= Genom viru je tvofen
jednoretézcovou (+)RNA (11 kb) —
koduje 1 otevieny Cteci ramec
(polyprotein kéduje 3 strukturnia 7
nestrukturnich proteinu)

= Castice viru jsou
sférického/kulovitého tvaru, o
praméru priblizné 50 nm.

= Virion sestava z nukleokapsidu o T,
obklopeného lipidovym obalem. ke ;‘” —

S . . " ' £

= Zraly virion je tvofen 3 strukturnimi .
proteiny: ' )

— Obalovy (E) protein je hlavnim
virovym antigenem (zodpovida za
vazbu virové ¢astice na receptor na
povrchu hostitelské buriky)

- Kapsidovy (C) protein tvori kapsid a
spolu s virovou RNA vytvafi
nukleokapsid

- Membranovy (M) protein — integrovan
do virového obalu Fuzik et al., 2018, Nature Comm.
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Hostiteleé:
Prenos viru KE alimentarnim zptusobem

» Pfipady nakazy c“:lovévka virem KE alimentarni cestou byly
prokazany v Rusku, Ceské republice, Madarsku, Rakousku,
Slovensku, Litvé, Estonsku, Albanii, Bosné a v Srbsku

= lidé byli nakazeni po konzumaci nepasterizovaného Ci
nedostatecné tepelné upraveného mléka a mlécnych vyrobku

= z poslednich epidemii mozno jmenovat: 2007 — Madarsko —
154 exponovanych osob, z toho 25 potvrzenych pfipadu; 2008
— Rakousko — 7 exponovanych osob, z toho 4 potvrzené
pripady; dale 2011 Madarsko, 2012 Slovinsko a dalSi
sporadické pripady infekce v Ceské republice, na Slovensku a
v dalSich zemich endemického vyskytu nakazy.




Prenos viru KE
alimentarnim zpusobem:

Roznavska epidemie (1951)

= Nakazeno pres 660 lidi mlékem z
mistni mlékarny, z nich 271 bylo
hospitalizovano

= v mlékarné byl porouchan pasterizacni
pristroj
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Klistova encefalitida u cloveka

= |naparentni infekce — bezpfiznakova forma se serokonverzi

= Chfipkové onemocnéni ( pfipadné 1. faze onemocnéni): teplota, bolest hlavy, kloubu a
nevolnost.

= Meningitida: teplota, bolest hlavy, svétloplachost, zavrat, zvraceni a meningealni drazdéni,
po nékolika dnech dochazi k ustupu teplot a postupnému Ustupu i dalSich potizi.

viiwv s

védomi zpomalenim psychomotorického tempa, spavost az bezvédomi, delirantni stavy,
zmatenost. Poruchy hybnosti (obrny) hlavovych nervu...

= Encefalomyelitida je charakterizovana rozvojem chabych obrn, ¢asto jde o postizeni hornich
koncetin.
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Zdroj obrazkl: Ruzek et al., 2018 Antiviral Res.



Klistova encefalitida u cloveka
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Klistova encefalitida u cloveka

Umrti:  0,6%

Poruchy hybnosti alespori pfechodné 11,7 % = Nasledky

Vyznamnéjsi obrny: 6,1 % Bolest hlavy: 69,4 %
(chaba obrna paze pfi myelitidé v 1%) Tres: 54,5 %

Mozeckové poruchy (rovnovaha, ties aj.) 81 % Poruchy spanku: 32,9 %

Poruchy védomi: spavost 17 % Zavraté: 31,3 %

téZké bezvédomi 4 % Poruchy koncentrace: 24,9 %
Psychické poruchy
ngn 4 . o
mimajsi 13 % Postencefaliticky syndrom: 24,3 %

tézké poruchy (halucinatorni) 3 %
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Nucleosides - one of the best classes of
drugs on the market
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Abacavir, HIV Gemcitabine, cancer Entecavir, HBV Ara-C, cancer

In general (not always!) we know their mechanism of action and
can usually find X-ray or NMR structures to work from




Some of the newer nucleosides

O
NH NH.

| I \
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Sofosbuvir, HCV

Tenofovir alafenamidine, TAF
HIV, HBV

P
O *E

GS-5734 - active against MERS, Ebola and other viruses




Typical targets for modifications in
nucleoside drug design

- Sugar 0

- Base N NH
Phosph AL

: phate group N“>NZ NH,

0
- Glycosidic Bond 0-P-0— 4
o { ?\

= Or... a combination

Atoms can simply be (i) added to or (ii)
taken away from the various parts of the

scaffold - or (iii) they can replace an atom
in the scaffold itself




Antivirova terapie klistove encefalitidy
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High throughput screening
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Antivirova terapie KE

Inhibition of viral
antigen expression by
nucleoside analogues DMSO

7-deaza-2"-C-
methyladenosine

2’-C-methyladenosine

2 -C-mehylcytidine

Eyer et al., 2015, Antimicrob. Agents Chemother.
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Antivirova terapie KE

Farmakologické viastnosti
testovanych latek

Compound

(LM)

CCs,
(LM)

S
CCyy /ECsg

2’-C-methyladenosine

14+0.1

>50

>37.0

7-deaza-2"-C-
methyladenosine

1.1+0.3

>50

> 46.6

2’-C-methylcytidine

1.8+04

~50

~28.4

VU Vel
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Virus titer [PFU/mI]

o)

Virus titer [PFU/mI]

(@)

Virus titer [PFU/mI]

7-deaza-2’-CMA
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Compound concentration (uM) Days post infection

Eyer et al., 2015, Antimicrob. Agents Chemother.
Eyer et al., 2016, JID




Antivirova terapie KE
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Activity accompanied with the following combinations
of heterobase and ribose substitution:

Heterobase Ribose Ribose
identity/modification substitution position ‘
Adenine -CHa (B) Ccz’
7-Deazaadenine -CHs () cz O
Guanine -CHs () c2’
Cytosine -CHs (B) cz ‘
-H (a) Cc3¥
'NL(“) . N —CH, i+
+ -N c2’ 4’
(B) 5 (@) + | T CH, (B
H(a) )
Uracil -CHs () c2’ --'D CH, fu}
OH im
T"‘ (7R
-H fa}

Eyer et al., 2015, Antimicrob. Agents Chemother.
.Y BIOLOGY Eyer et al., 2016, Antiviral Res.
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Antivirova terapie KE

U&innost 7-deaza-2"-CMA proti viru KE na my$im modelu

60
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504
° 1 -= Omg/ml
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o
(7]
T 301
L 1
£ 20-
[X] 4
104
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g 80- y :: o0 ®
2 ] Fkkok E
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Eyer et al., 2017, JVI
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Antivirova terapie zapadonilské horecky

100 —— 54
90+ ‘ Tk i
— 801 44
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201 1
103 { : 9
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Days post infection Days post infection
22+
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C
5 184
@
=
16
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11 13 15 17 19 21 23 25 27 Eyer et al., 2019, AAC
ays post infection




Days post infection
1 4

5

\/
.

Monitoring the course of infection
using in vivo imaging system

Non-infected

TBEV infected, non-treated

TBEV infected, treated with
7-deaza-2"-CMA (50 mg/kg)

Overlay

|

20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

Eyer et al., 2017, JVI
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Antiviral therapy of TBE .

In vitro selection of drug-resistant TBEV mutant
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Antiviral therapy of TBE

Survival of mice after infection with the 7-deaza-2 "-CMA-resistant

mutant and wild type TBEV

VU Vel
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Percent survival

100-

-o- wild type
-2 MutantB2B @

.

2

4

LA L L L
6 8 10 12 14 16 18
DPI

LA [ [ B L
20 22 24 26 28

Comparison of Survival Curves

Log-rank (Mantel-Cox) Test

Chi square 12.66
df 1

P value 0.0004
P value summary e

Are the survival curves sig different? | Yes
Gehan-Breslow-Wilcoxon Test

Chi square 13.42
df 1

P value 0.0002
P value summary e

Are the survival curves sig different? | Yes

Eyer et al., 2017, JVI




Antiviral therapy of TBE

Drug-resistance profiles of 7-deaza-2 -CMA-resistant mutant obtained in vitro

N
/ N %4 N p, NH
(N'j\)i::) <N| NJ < P
HO—I :: Ho—l :O: ! HO—QN !
0 NH,
N (“NH \/‘L
L o o &
HO o V0 Ho 0 HO 0
HO OH HO OH OH OH
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VU Vel

10°

Virus titer [PFU/ml]

2’-C-methyladenosine

7-deaza-2’-C-methyladenosine

2’-C-methylguanosine

2’-C-methylcytidine

2°-C-methyluridine

4’-C-azidocytidine

@l Wild-type
@l S603T -1
B S603T -2
B Revertant

Eyer et al., 2017, JVI




Antiviral therapy of TBE

Identification of the crucial point mutation in NS5 region of 7-deaza-

2 -CMA-resistant mutant
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Antivitova terapie KE
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Antivitova terapie KE

Galidesivir
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FDA-approved drugs
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Trpelivost!
vyvoj léku trva zpravidla 15 let

6.5 years 1.5years 2 years 3.5 years 1.5 years
Discovery and preclinical testing Phase | | Phase Il Phase I FDA review Phase IV
(postmarketing
— ¥ ¥ 7 e = < < a testing)

Clinical trials

Co bude potreba za 15 let?

Zdroj: Prof. Antonin Holy




Jak objevit novy lék?

» systematicka prace, znalosti a zkusenosti v oboru

» dobra pracovni hypotéza

e tvrdohlavost

» stésti v nalezeni dobrého partnera — chemik x virolog

» systematicky skrinink biologickych aktivit

e Stésti v nalezeni vedouci struktury

o Stésti v nalezeni dobrého kandidata pro lék

e Stésti v nalezeni dobrého partnera z farmaceutického priimyslu

o stesti v preklinickych a klinickych testech
Je potreba opravdu hodné stésti

aktomu$800Mal5let

Zdroj: Prof. Antonin Holy
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