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2. Streszczenie

Infekcje drég oddechowych sg jednymi z najczestszych powoddéw zgondéw na Swiecie,
natomiast do patogenow najczesciej wywotujacych wspomniane zakazenia nalezg migdzy
innymi: wirus grypy typu A (IAV, ang. influenza A virus) oraz drugi koronawirus ci¢zkiego
ostrego zespotu oddechowego (SARS-CoV-2, ang. severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2). Do zakazenia komorki gospodarza, gdzie zachodzi cykl replikacyjny
wirusow, niezbg¢dne jest przytaczenie si¢ wirusa do receptora na powierzchni komorki,
a nastgpnie wniknigcie do wnetrza komorki, na przyklad na drodze endocytozy, oraz
uwolnienie wirusowego materiatu genetycznego do cytoplazmy. Wirusy, takie jak SARS-
CoV-2 1 AV, wykorzystuja czynniki komorkowe gospodarza do wnikania do wngtrza
komorek i inicjowania infekcji. Zatem inhibicja wykorzystywanych przez wirusy czynnikow
moze poshuzy¢é do opracowania nowych strategii przeciwwirusowych o wysokiej
skuteczno$ci, co jest kluczowe dla powstrzymania rozprzestrzeniania si¢ Nowo
pojawiajacych sie wirusow o potencjale epidemicznym/pandemicznym.

Celem pracy doktorskiej bylo opracowanie réznych strategii przeciwwirusowych
opartych o hamowanie procesu wnikania wirusow do wnetrza komorki, a co za tym idzie:
przerwanie cyklu replikacyjnego wirusow. Podstawa niniejszej pracy doktorskiej sg trzy
oryginalne publikacje naukowe, z ktorych kazda przedstawia odmienng, nowatorska metode
blokowania wnikania wirus6w do komorki gospodarza.

Pierwsza publikacja, Novel Molecular Consortia of Cannabidiol with Nonsteroidal
Anti-Inflammatory Drugs Inhibit Emerging Coronaviruses’ Entry. Pawelczyk A.*, Nowak
R.*, et al, ,Pathogens”, 2023, wykazala, Ze koniugaty kannabidiolu (CBD)
z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ) moga wptywaé hamujaco na pierwszy
etap cyklu replikacyjnego SARS-CoV-2. Koniugaty CBD-Naproksen 1 CBD-Ibuprofen
zmniejszyty zdolno§¢ wnikania SARS-CoV-2 do komoérek w wiekszym stopniu niz sam
CBD, poprzez zakldcanie interakcji biatka kolca SARS-CoV-2 z receptorem komorkowym
ACE2.

W drugiej publikacja, TMPRSS2-specific antisense oligonucleotides inhibit host cell
entry of emerging viruses. Nowak R., et al., ,,Virology”, 2024, okreslono strukture
drugorzgdowa mRNA TMPRSS2, na podstawie ktorej zaprojektowano oligonukleotydy
antysensowe (ASO). ASO prowadzity do skutecznego wyciszenia ekspresji genu TMPRSS2
w komorkach gospodarza. W rezultacie zaobserwowano wyrazny spadek wnikania SARS-

CoV-2 do komorek oraz obnizenie replikacji IAV. Wyniki te potwierdzity, ze TMPRSS2 jest



nie tylko niezb¢dna do skutecznej infekcji, ale roOwniez stanowi atrakcyjny cel dla terapii
przeciwwirusowej opartej na modyfikacji ekspresji genow.

Trzecia praca, Organometallic—Erlotinib Conjugates Active against Lung Cancer
Cells and as Emerging Virus Entry Inhibitors, Bieganski P.*, Gazecka M.* Nowak R., et
al., ,,Organometallics”, 2024, przedstawia nowatorskie podejscie wykorzystujace
koniugaty erlotynibu z resztami organometalicznymi. Te hybrydowe zwiazki obnizaty
skutecznos¢ infekcji SARS-CoV-2 1 TAV poprzez posrednie zahamowanie TMPRSS2-
zaleznych procesow aktywacyjnych biatek powierzchniowych wiruséw. Dodatkowo,
w ramach niniejszej publikacji zidentyfikowaliSmy nowy, dotad nieznany czynnik
oddziatujacy z TMPRSS2, tj. EGFR, bedacy kolejnym potencjalnym celem dla nowych
terapii przeciwwirusowych.

Wyniki uzyskane w ramach mojej pracy doktorskiej wskazuja na duza skutecznos$¢
réznych strategii blokowania wnikania wiruséw do komorek poprzez zahamowanie funkcji
albo aktywnosci czynnikow komorkowych. Badania te otwieraja nowe perspektywy dla
rozwoju terapii przeciwwirusowych o szerokim spektrum dziatania i ukierunkowanych na
wspolne mechanizmy molekularne wykorzystywane przez rozne wirusy oddechowe.
Zidentyfikowane zwigzki i podej$cia terapeutyczne mogg stanowi¢ fundament do dalszych

badan przedklinicznych i klinicznych nad nowymi lekami przeciwwirusowymi.



3. Summary

Respiratory infections are among the leading causes of death worldwide, with pathogens
such as influenza A virus (IAV) and severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2) being the most common culprits. For a virus to infect a host cell and begin
its replication cycle, it must first bind to a receptor on the cell surface. The virus then enters
the cell, often via endocytosis, where it releases its genetic material into the cytoplasm.
Viruses, such as SARS-CoV-2 and IAV, rely on host cell factors to facilitate entry and
initiate infection. Therefore, inhibiting these host cell factors represents a promising strategy
for developing highly effective antiviral therapies, which is crucial for controlling the spread
of newly emerging viruses with epidemic or pandemic potential.

The goal of this dissertation was to explore various therapeutic strategies aimed at
inhibiting viral entry into host cells, thereby disrupting the replication cycle of newly
emerging respiratory viruses. This dissertation is based on three original scientific
publications, each presenting a different, innovative method to block viral entry into host
cells.

The first publication, Novel Molecular Consortia of Cannabidiol with Nonsteroidal
Anti-Inflammatory Drugs Inhibit Emerging Coronaviruses' Entry (Pawelczyk A.*, Nowak
R.*, et al., ”Pathogens”, 2023), demonstrated that conjugates of cannabidiol (CBD) with
nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) could inhibit the first step in the SARS-
CoV-2 replication cycle. The CBD-Naproxen and CBD-Ibuprofen conjugates reduced
SARS-CoV-2 entry into cells more than CBD, by disrupting the interaction between the
spike protein of SARS-CoV-2 and the ACE2 receptor on the host cell surface.

The second publication, TMPRSS2-specific antisense oligonucleotides inhibit host
cell entry of emerging viruses (Nowak R., et al., “Virology”, 2024), identified the secondary
structure of 7TMPRSS2 mRNA, which served as the basis for designing antisense
oligonucleotides (ASOs). These ASOs effectively silenced TMPRSS2 gene expression in
host cells. Consequently, a marked reduction in SARS-CoV-2 entry and IAV replication was
observed. These results confirmed that TMPRSS2 is not only essential for efficient viral
infection but also represents a promising target for gene expression-based antiviral therapies.

The third publication, Organometallic—Erlotinib Conjugates Active against Lung
Cancer Cells and as Emerging Virus Entry Inhibitors (Bieganski P.*, Gazecka M.*,
Nowak R., et al., “Organometallics”, 2024), presents a novel approach using erlotinib

conjugates with organometallic residues. These hybrid compounds reduced the effectiveness



of SARS-CoV-2 and IAV infections by indirect inhibiting the TMPRSS2-dependent
activation of viral surface proteins. In addition, within this publication, we showed a novel
TMPRSS?2 interactor, i.e. EGFR, which have potential as other novel antiviral..

The findings from this dissertation highlight the high efficacy of various strategies
aimed at blocking viral entry into host cells by inhibiting host cell factors function and/or
activity. These studies open up new possibilities for the development of broad-spectrum
antiviral therapies targeting common molecular mechanisms used by different respiratory
viruses. The compounds and therapeutic approaches identified in this research could serve

as the foundation for further preclinical and clinical studies on new antiviral drugs.



4. Wprowadzenie

4.1 Infekcje dréog oddechowych wywolywane przez nowo pojawiajace si¢ wirusy
Infekcje drog oddechowych sa jednymi z najczestszych powodow $mierci na §wiecie wedtug
danych Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO, ang. World Health Organization)
z 2021 roku. Infekcje drog oddechowych moga by¢ powodowane miedzy innymi przez:
wirusy grypy typu A, B, C, (IAV, ang. influenza A virus; 1BV, ang. influenza B virus; ICV,
ang. influenza C virus), adenowirusy, koronawirusy, a takze bakterie: Haemophilus
influenza, Mycoplasma pneumoniae, Klebsiella pneumonie [1]. Jednocze$nie patogenem,
ktéry wywoluje najwigcej przypadkéw zachorowan oraz wystgpien symptomow
grypopodobnych na §wiecie, jak 1 w Polsce, sa rhinowirusy. Szacuje si¢, Ze u przecigtnego
cztowieka dochodzi do kilku infekcji rhinowirusowych rocznie, co przektada si¢ na miliardy
zakazen na catym $wiecie [2]. Jednakze, pod wzgledem $miertelno$ci oraz konsekwencji
zdrowotnych to ludzki wirus niedoboru odpornosci (HIV, ang. human immunodeficiency
virus), jest jednym z najbardziej niebezpiecznych patogendw na $§wiecie. Pandemia HIV,
ktora rozpoczeta si¢ w latach dwudziestych XX wieku, trwa do dzi$. Wedtug danych WHO,
okoto 630 000 os6b zmarto z powodu HIV w 2022 roku, a catkowita liczba zgonow od 1981
roku wynosi okoto 40 milionéw. Nieleczona infekcja prowadzi do rozwinigcia zespotu
nabytego niedoboru odpornosci (AIDS, ang. acquired immune deficiency syndrome)
1 stopniowego wyniszczenia ukladu immunologicznego. Mimo ze skuteczna terapia
antyretrowirusowa obnizyta $miertelno$¢, w krajach o ograniczonym dostgpie do terapii
antyretrowirusowej, HIV/AIDS pozostaje jedng z gtdéwnych przyczyn zgondéw [3].

Sposrod wiruséw wywotujacych infekcje drog oddechowych szczegodlne zagrozenie
stanowig te, ktore moga wywota¢ epidemi¢ lub pandemi¢. Takie wirusy charakteryzuja sie
wysokim poziomem zakaznosci (w ujeciu wirusologicznym, ktore koncentruje si¢ na
wlasciwosciach samego wirusa, zakazno$¢ definiuje si¢ jako zdolno$¢ czynnika
chorobotworczego lub jego konkretnej cechy do wywolania infekcji u podatnego
gospodarza), skuteczng transmisja pomie¢dzy osobnikami ludzkiej populacji oraz wysokim
poziomem zmiennoS$ci genetycznej [4, 5].

Epidemia to zjawisko znaczacego wzrostu liczby zachorowan na okreslong chorobe
w danym regionie w krotkim czasie, przekraczajace oczekiwang liczbe przypadkow
w populacji. Wystepuje zazwyczaj nagle 1 ma charakter ograniczony czasowo. Przyktadem
moga by¢ sezonowe epidemie grypy. Sezonowe epidemie wywolywane przez wirusy

oddechowe stanowig powazne zagrozenie dla zdrowia ludzi. Grypa sezonowa co roku
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wywoluje chorobg u 5-15% ludzkiej populacji, z czego u 650 tysiecy oso6b prowadzi do
zgonu [6]. Typowy sezon grypowy obejmuje na péinocnej potkuli okres jesienno-zimowy
z cyrkulujacymi w populacji AV 1 IBV. Wedtug danych opublikowanych przez Narodowy
Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Zaktad Higieny, w Polsce co roku notuje si¢
kilka milionéw zachorowan na grype¢ lub inne infekcje grypopodobne. Wg danych PZH
72022 r. odnotowano 88 zgondéw w wyniku potwierdzonego zakazenia TAV [21], jednak
srednia liczba zgonow zwigzanych z grypa waha si¢ od 6 000 do 15 000 rocznie,
uwzgledniajac te bedace powiktaniami po zakazeniu, np. zapaleniem ptuc i niewydolnoscig
krazeniowa [7].

Pandemia nazywa si¢ epidemig, ktora obejmuje zasiegiem wystepowania kilka
kontynentdéw 1 krajow w tym samym czasie [8]. W przeciwienstwie do epidemii, szacuje sig,
ze pandemie wystepuja co kilkanascie lat. Jedng z najbardziej $mierciono$nych pandemii
w historii byta pandemia AV, tzw. hiszpanki, ktéra wybuchta w 1918 roku i szacunkowo
spowodowata okoto 550 min infekcji i 20-100 mln zgonow [9]. Od poczatku XX wieku
wirusy grypy jeszcze kilkukrotnie doprowadzilty do wybuchu pandemii: w 1957 roku grypa
azjatycka (ponad 500 mln infekcji, 1-2 mln zgonéw), w 1968 r. grypa Hong-Kong (okoto
500 mln infekcji, 0,5-2 mIn zgondéw), w 1977 r. grypa rosyjska (kilkadziesiat do kilkuset
milionéw infekcji, 1-2 mln zgonéw) 1 w 2009 r. grypa $winska (700 mln — 1,8 mld infekc;ji,

0,1 mln do 0,5 mln zgonéw) [10, 11] [Tabela 1].

Podtyp Liczba infekcji | Liczba zgonow
Pandemia Rok wybuchu
wirusa (szacunki) (szacunki)
Grypa
‘ HINI1 1918 ~550 mln 20-100 min
hiszpanska
Grypa azjatycka H2N2 1957 >500 mln 1-2 mln
Grypa Hong-
P 8 H3N2 1968 ~500 mlin 0,5-2 min
Kong
kilkadziesigt do
Grypa rosyjska HIN1 1977 1-2 min
kilkuset mln
700 mln — 1,8
Grypa $§winska HIN1 2009 d 0,1-0,5 min
m

Tabela 1. Najwicksze pandemie grypy w XX 1 XXI wieku.
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Innymi wirusami, ktére moga prowadzi¢ do zakaznych choréb drog oddechowych,
sa koronawirusy. Do dzisiaj wyodrebniono kilka koronawiruséw powodujacych tagodne
infekcje drég oddechowych 1 z tego powodu okresla si¢ je potocznie mianem
»przeziebieniowych”. Sg to wyizolowane w latach 60. XX wieku ludzkie koronawirusy
(HCoV, ang. human coronavirus) HCoV-229E, HCoV-OC43 oraz zidentyfikowane
w pierwszej dekadzie XXI wieku HCoV-HKU1, HCoV-NL63. Dodatkowe oznaczenia
literowe 1 liczbowe w nazwie moga wskazywac kraj wyizolowania wirusa, numer probki
laboratoryjnej lub szczepu referencyjnego, np. 229 to numer probki laboratoryjnej, E to
oznaczenie jednej z linii wirusa, OC43 oznacza numeracj¢ laboratoryjng szczepu (pierwotnie
wyizolowany w Organ Culture 43), NL63 to wyizolowany w Holandii izolat o numerze
laboratoryjnym 63. Zasiggiem wystgpowania obejmuja caly $wiat i stanowia 10-30%
wszystkich zakazen drég oddechowych [12]. Choroba wywotana przez te wirusy zwykle
ustepuje samoistnie i nie wymaga specjalistycznego leczenia. Symptomy to gtownie: katar,
kaszel, bol gardta, goragczka i ogoélne ostabienie organizmu. Nalezy jednak mie¢ na uwadze,
ze przebieg zakazenia koronawirusami ‘przezigbieniowymi’ u dzieci, 0osob starszych oraz
0sOb z ostabionym uktadem odpornosciowym moze mie¢ znacznie ci¢zszy przebieg
i w niektorych przypadkach prowadzi¢ nawet do zgonu. Zakazenia tymi wirusami nie
zapewniaja dlugotrwatej ochrony organizmu i czgsto si¢ powtarzajg [13, 14]. Niektore
koronawirusy moga rowniez powodowac choroby o cigzkim przebiegu. W obecnym stuleciu
doprowadzily one do wybuchu epidemii ci¢zkiego ostrego zespotu oddechowego (SARS,
ang. severe acute respiratory syndrome), pandemii COVID-19 (ang. coronavirus disease
2019) oraz trwajacej do dzi§ epidemii bliskowschodniego zespotu niewydolnosci
oddechowej (MERS, ang. middle east respiratory syndrome). Pierwszy koronawirus
cigzkiego ostrego zespolu oddechowego (SARS-CoV-1, ang. severe acute respiratory
syndrome coronavirus 1) pojawil si¢ w 2003 roku i1 stanowil pierwszy udokumentowany
przypadek koronawirusa wywotujacego cigzkg chorobe u ludzi. Spowodowat on 8096
infekcji u ludzi, 774 zgondéw, co daje Smiertelnos¢ na poziomie 9,5% [15]. Transmisja
migdzy ludZmi odbywata si¢ gtownie droga kropelkowa. W poczatkowej fazie infekcji
wystepowaty objawy takie jak: goraczka, bole migsniowe i zle samopoczucie, nastgpnie
pojawiaty si¢ objawy zakazenia dolnych drég oddechowych, jak suchy kaszel 1 postepujace
duszno$ci. W wielu przypadkach u pacjentdow nastgpowalo rozlane uszkodzenie
pecherzykéw phlucnych, ktére prowadzitlo do powstania zespotu ostrej niewydolnosci
oddechowej (ARDS, ang. acute respiratory distress syndrome,) i koniecznosci stosowania

wentylacji mechanicznej. Po 2003 roku nie odnotowano nowych przypadkéw SARS-CoV-
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1 u ludzi. Epidemia wirusa SARS-CoV-1 zostala opanowana dzigki zastosowaniu
skutecznych $rodkéw ochronnych, izolacji pacjentow, identyfikacji tancucha kontaktow
oraz ogodlnej globalnej koordynacji dziatan WHO skutkujacych przerwaniem tancucha
transmisji. Wzrost temperatury i wilgotnosci prawdopodobnie wptynelty na ograniczenie
transmisji wirusa. Przyczynito si¢ to do skutecznej izolacji pacjentow. W genomie SARS-
CoV-1 nie doszto takze do mutacji zwigkszajacych jego poziom adaptacji do gospodarza ani
zakaznosci [16].

W 2012 roku na Bliskim Wschodzie zostat wykryty koronawirus powodujacy
bliskowschodni zespdét niewydolnosci oddechowej. Koronawirus bliskowschodniego
zespotu oddechowego (MERS-CoV, ang. middle east respiratory syndrome coronavirus) jest
wirusem zoonotycznym, ktdrego rezerwuarem sg wielblady jednogarbne, a do zakazenia
konieczny jest bezposredni kontakt z chorymi zwierzgtami lub produktami od nich
pochodzacymi. Smiertelno$¢ MERS-CoV jest bardzo wysoka i wynosi okoto 36%. Do dzi$
infekcje wykryto u 2613 o0sdb, a zgon stwierdzono w 943 przypadkach zakazenia. Epidemia
nie przeksztalcila si¢ w pandemie, glownie ze wzgledu na ograniczone geograficznie
wystepowanie populacji gospodarza stanowigcego rezerwuar wirusa. Dodatkowo ciezki
przebieg choroby utatwiat izolacj¢ chorych oraz ograniczat transmisj¢ wirusa, ktora jest na
niskim poziomie i wystepuje w wigkszosci przypadkéw jedynie w szpitalach [17].

Jednakze to pandemia COVID-19 jest najbardziej wspotczesnym przyktadem
kryzysu w ochronie zdrowia, ktérego skutki odczuwane sg do dzisiaj. Pierwszy przypadek
choroby zostat zidentyfikowany w 2019 r. w Wuhan w Chinach, a infekcja charakteryzowata
si¢ wystgpieniem cigzkiego ostrego zespolu oddechowego o nieznanej -etiologii.
Na podstawie analiz metagenomicznych wykorzystujacych sekwencjonowanie nowej
generacji zidentyfikowano nowego betakoronawirusa nazwanego poczatkowo 2019-nCoV.
Aktualne nazewnictwo, tj. drugi koronawirus cigzkiego ostrego zespotu oddechowego
zostato przyjete przez Migdzynarodowy Komitet Taksonomii Wiruséw (ICTV) na podstawie
wysokiego stopnia homologii genetycznej z SARS-CoV-1. Na postawie analiz
filogenetycznych okreslono, ze SARS-CoV-2 nalezy do podrodzaju Sarbecovirus w obrebie
Betacoronavirus 1 wykazuje 79% homologi¢ sekwencji nukleotydowej z SARS-CoV-1 oraz
okoto 50% podobienstwa do MERS-CoV [18]. Analizy wskazaly rowniez, ze najblizszym
krewnym jest koronawirus RaTG13, wykryty u nietoperzy Rhinolophus affinis w chinskiej
prowincji Junnan, ktoérego sekwencja genomowa pokrywa si¢ w 96,2% z genomem SARS-
CoV-2[19]. Ze wzgledu na globalne rozprzestrzenianie si¢ wirusa, 30 stycznia 2020 r. WHO

oglosito stan zagrozenia zdrowia publicznego o zasiegu mi¢dzynarodowym, a 11 marca
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2020 r. ogtoszono pandemi¢ COVID-19 [20]. Od 2019 roku do dzi§ odnotowano 777 min
laboratoryjnie potwierdzonych przypadkéw COVID-19 oraz 7 mln zgonéw na skutek
zakazenia. W Polsce pierwszy przypadek zakazenia SARS-CoV-2 zidentyfikowano 4 marca
2020 roku, oraz potwierdzono laboratoryjnie ponad 6,7 mln zakazen SARS-CoV-2 oraz
ponad 120 tys. zgonéw powigzanych z COVID-19 [21]. Jednak przytoczone liczby sa
prawdopodobnie niedoszacowane. Badania seroepidemiologiczne, ktorych jestem
wspotautorem, przeprowadzone w obszarze metropolitalnym Poznania od 28 lipca do 24
wrzesnia 2020 roku, po pierwszej fali pandemii, wskazuja, ze rzeczywista liczba zakazen
mogta by¢ znacznie wyzsza niz ta raportowana przez Ministerstwo Zdrowia. Na podstawie
uzyskanych danych oraz demografii regionu oszacowano, ze w samej aglomeracji
poznanskiej faktyczna liczba zakazen SARS-CoV-2 byla szeSciokrotnie wyzsza niz liczba
przypadkow oficjalnie zarejestrowanych w statystykach rzadowych. Niedoszacowanie
liczby przypadkéw wynikato z ograniczen w testowaniu jedynie pacjentow wykazujacych
objawy zakazenia przy jednoczesnym wystepowaniu duzego odsetka zakazen
bezobjawowych [22].

W metaanalizie z 2021 r. oszacowano, ze 35,1% przypadkow zakazenia SARS-CoV-
2 mogto przebiega¢ bezobjawowo, chociaz czesto pojawia si¢ rozbiezno$¢ w szacunkach
odsetka bezobjawowych zakazen SARS-CoV-2, ktora wynika z réznic w definicjach,
metodologii badan, charakterystyce badanych populacji oraz strategiach testowania [23].
Osoby zakazone nie poddawatly si¢ testom diagnostycznym, co prowadzilo do istotnego
zanizenia liczby wykrytych infekcji. Czynniki spoteczno-polityczne, takie jak: ograniczony
dostep do testow, niska §wiadomos$¢ spoteczna i obawa przed stygmatyzacja, priorytety
gospodarcze 1 polityczne oraz naciski na raportowanie danych, znaczaco wplynely na
niedoszacowanie liczby przypadkoéw zakazenh SARS-CoV-2. Ponadto, niska seroprewalencja
w populacji wskazuje, ze odporno$¢ zbiorowiskowa nie odegrata istotnej roli w ograniczaniu
pandemii, co nasilato konieczno$¢ wdrozenia masowych szczepien jako kluczowego
narzedzia kontroli rozprzestrzeniania si¢ wirusa.

Pandemia COVID-19 miala szerokie i dlugoterminowe konsekwencje dla
gospodarki 1 spoteczenstwa. Globalny PKB spadt o 3,1% co bylo najwigkszym kryzysem
ekonomicznym od czasow Il wojny $§wiatowej [24]. Wprowadzenie pakietow fiskalnych
stymulujacych gospodarke doprowadzito do wzrostu dlugu publicznego. Kryzys
pandemiczny doprowadzit takze do gwaltownego wzrostu bezrobocia, szczegdlnie
w pierwsze] potowie 2020 roku. Miedzynarodowa Organizacja Pracy (ILO,

ang. International Labour Organisation) oszacowala, ze na skutek pandemii na catym
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$wiecie utracono 33 miliony miejsc pracy. Pandemia miala réwniez istotny wplyw
na kluczowe sektory gospodarki. Przychody branzy lotniczej spadly o 65% w 2020 roku
[25], liczba migdzynarodowych podrozy turystycznych zmniejszyta si¢ o 74% [26].
Pandemia COVID-19 wywarla tez znaczacy wplyw na zdrowie psychiczne populacji.
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) oszacowala, ze czesto$¢ wystepowania depresji
i zaburzen legkowych wzrosta o 25% w skali globalnej. W Polsce w 2021 roku az 42%
ankietowanych deklarowalo pogorszenie zdrowia psychicznego w czasie pandemii [27].
Jednoczes$nie w wielu krajach zaobserwowano wzrost liczby préb samobojczych, zwtaszcza
wsrod miodziezy — w tej grupie ich liczba wzrosta o 10-30% [28]. Jednocze$nie pandemia
wplyneta rowniez na edukacje oraz struktur¢ demograficzng. Niektore z dlugofalowych
skutkéw beda odczuwalne przez kolejne dekady. Pandemia COVID-19 pozostawita trwaty
$lad zaréwno w strukturach gospodarczych i spotecznych i zmienita sposob funkcjonowania
wspotczesnego $swiata [29]. 5 maja 2023 r. WHO oglosila zniesienie stanu zagrozenia

zdrowia publicznego o zasiggu miedzynarodowym [30].

4.2 Taksonomia i klasyfikacja wirusow grypy i koronawiruséw

Taksonomia oparta na filogenetyce klasyfikuje wirusy grypy jako jednoniciowe wirusy RNA
o ujemnej polarnosci nalezace do rodziny Orthomyxoviridae. Wirusy grypy moga nalezec¢
do czterech rodzajow: 1AV, IBV, ICV 1 wirus grypy typu D (IDV, ang. influenza D virus)
[Tabela 2]. Nazewnictwo szczepow wirusa grypy opiera si¢ na kilku nastepujacych po sobie
elementach takich jak: podtyp wirusa, pochodzenie geograficzne izolatu wirusa, numer
probki, rok izolacji oraz numer podtypu hemaglutyniny i neuraminidazy, np. wirus grypy
A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) oznacza wirusa grypy typu A wyizolowanego w Puerto Rico
w 1934 roku, 8 to numer laboratoryjny wirusa, podtyp hemaglutyniny 1 i neuraminidazy 1

[31].

1AV IBV ICV IDV
Rodzina wirusow Orthomyxoviridae
RNA RNA RNA RNA
jednoniciowy, | jednoniciowy, | jednoniciowy, jednoniciowy,
Genom
segmentowane | segmentowane | segmentowane | segmentowane
(8 segmentow) | (8 segmentéw) | (7 segmentéw) | (7 segmentow)
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Nie, ale dzieli

Tak, np. HINI, si¢ na linie
Podzial na podtypy Nie Nie
H3N2 Victoria i
Yamagata
Ludzie, ptaki,
ssaki (np.
Rezerwuar wirusa | Swinie, konie, Ludzie Ludzie, $winie Bydto, $winie
foki,
nietoperze)
Niski —
Wysoki — ‘ Niski — brak
Potencjal _ ograniczona do S Niski — rzadko
wywoluje S epidemii i _ _ _
pandemiczny _ epidemii . infekuje ludzi
pandemie pandemii
sezonowych
Srednia,
Wysoka ‘ o
. mutuje wolniej _ _
Czesto$¢ mutacji (zmiennos$¢ . Niska Niska
niz grypa typu
antygenowa)
A
Srednia do
wysokiej — Srednia — _ _ _
Niska — fagodne Niska — nie
Chorobotworczo$¢ moze sezonowa
infekcje zakaza ludzi
powodowac grypa
cigzkg grype
Sezonowa, ale _
Sezonowa Wystepuje
Sezonowos¢ takze w _ ‘ Brak danych
. (zimowa) sporadycznie
pandemii
Goraczka, Podobne do
kaszel, bole grypy typu A, | Lagodne objawy
Objawy kliniczne o Nie zakaza ludzi
miesni, zwykle grypopodobne
zapalenie pluc | lagodniejsze
0,1-2%
, (wyzsza Bardzo niska Nie dotyczy
Smiertelnosé (%) 0,1-0,5% ]
podczas (<0,1%) ludzi
pandemii)
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Osoby starsze, o Dzieci 1 osoby z Zwierzgta

o . Dzieci i osoby ) )
Grupa ryzyka dzieci, kobiety ostabiong gospodarskie

] starsze )
W ciazy odpornoscig (bydto)
Dostepnosé Tak — co roku | Tak — co roku Brak Brak

szczepionki aktualizowane | aktualizowane szczepionki szczepionki
Zakazalno$¢ (R0) 1,4-2,8 1,1-1,6 <1 Brak danych

Tabela 2. Poréwnanie cech wiruséw 1AV, IBV, ICV oraz IVD.

Wirus grypy typu A

Jest najczesciej wystepujacym typem wirusa grypy u ludzi i odpowiada za wigkszo$¢
przypadkow sezonowej grypy (75% przypadkéw zakazen). Gtownym rezerwuarem IAV sa
dzikie ptaki wodne, ale wirus ten moze zakaza¢ rowniez ludzi, $winie, konie, foki i inne
ssaki. Infekcja IAV prowadzi do choroby uktadu oddechowego, ktorej objawami sg gtownie:
gorgczka, dreszcze, bole glowy 1 miegsni, kaszel, bol gardla i wyczerpanie organizmu,
uczucie rozbicia. Najbardziej charakterystycznym objawem jest nagly poczatek choroby
z wysoka goraczka i silnym ostabieniem, odr6zniajacy grype¢ od innych zakazen wirusowych
drog oddechowych. W ciezkich przypadkach moze doj$¢ do zapalenia pluc, niewydolnosci
oddechowej lub powiktan kardiologicznych. Najbardziej narazone na ci¢zki przebieg
choroby 1 wystapienie powiktan s3: osoby starsze >65 lat, dzieci ponizej 5. roku zycia, osoby
z chorobami przewlektymi, np. cukrzyca, przewlekta obturacyjng choroba ptuc (POChHP),
astma, chorobami serca, kobiety w cigzy 1 osoby z obnizong odpornoscia. Klasyfikacja IAV
odbywa si¢ na podstawie bialek wystepujacych w btonie wirionu: hemaglutyniny (HA lub
H) oraz neuramindazy (NA lub N). Obecnie opisano 18 podtypéw hemaglutyniny (H-H16)
oraz 11 podtypéw neuraminidazy (N1-N9), przy czym réznice mi¢dzy nimi wynikaja z ich
struktury molekularnej, wtasciwosci funkcjonalnych oraz powinowactwa do receptorow.
Podtypy HA roznig si¢ strukturg kieszeni wigzacej receptor oraz specyficznoscig wigzania
kwasu sialowego. Natomiast poszczegdlne podtypy NA roznig si¢ aktywnoS$ciag
enzymatyczng, optymalnym pH dziatania, stabilno$cia termiczng oraz wrazliwo$cia
na inhibitory. Duza réznorodno$¢ szczepow IAV wynika migdzy innymi z mozliwosci
utworzenia az 198 kombinacji segmentow kodujacych hemaglutyning i neuraminidaze.
Najczgsciej wystepujacymi typami sg HIN1 oraz H3N2, ktore odpowiadajg za sezonowe
epidemie. Wysoka zmienno$¢ IAV i jej infekcyjno$¢ wynika z zachodzenia mechanizmu
skoku antygenowego (ang. antigenic shift) oraz przesunigcia antygenowego (ang. antigenic

drift) [31]. W wyniku zachodzenia przesuni¢cia antygenowego, a wigc akumulowania si¢
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mutacji w genach kodujacych biatka wirusa, dochodzi do powstawania nowych wariantow
wirusa grypy. Z kolei skok antygenowy to nagtla, istotna zmiana w genomie wirusa,
prowadzaca do powstania nowego podtypu antygenowego. Wystepuje gtownie w przypadku
wirusa grypy typu A i wynika z reasortacji segmentdéw RNA migdzy roznymi szczepami
wirusa, co moze prowadzi¢ do powstania pandemii.

Dzigki monitorowaniu 1 analizie filogenetycznej wirusow grypy mozliwe jest
przewidywanie kierunkow ich ewolucji 1 skuteczniejsze zapobieganie epidemiom. Obecnie
WHO prowadzi program monitorowania rozprzestrzeniania si¢ wiruséw grypy na §wiecie
onazwie Global Influenza Surveillance and Response System (GISRS). Laboratoria
referencyjne monitorujg pojawianie si¢ 1 rozprzestrzenianie nowych szczepdw wirusa grypy
przez analiz¢ wlasciwo$ci antygenowych i genetycznych, dzigki czemu mozliwe jest
uaktualnienie sktadu szczepionek przeciwko grypie [32].

Chociaz wirusy grypy moga zakaza¢ ludzi, ich naturalnym rezerwuarem sg ptaki.
Na podstawie przebiegu choroby u zakazonego drobiu wyr6znia si¢ dwa typy wirusa ptasiej
grypy (AIV, ang. avian influenza virus) : wysoce zjadliwy (HPAI, ang. highly pathogenic
avian influenza) (miara zdolno$ci wirusa do zakazania i wywotywania choroby) oraz nisko
zjadliwy (LPAI, ang. low pathogenic avian influenza). Zjadliwo$¢ wirusa rozumiana jako
miara zdolno$ci wirusa do zakazania i wywotywania choroby.. Wigkszo$¢ znanych wirusow
ptasiej grypy nalezy do LPAI i powoduje jedynie tagodne objawy lub przebiega
bezobjawowo u ptakow. Z kolei HPAI wywotuja cigzkie schorzenia i charakteryzuja sig¢
wysoka $miertelnoscig wsrod drobiu. W wigkszosci przypadkow wirusy HPAI sg rowniez
bardzo niebezpieczne dla ludzi — prowadza do ci¢zkich zakazen, a nawet $mierci [33].
Podtyp H5N1 AIV w 1997 roku w Hongkongu spowodowal masowe zachorowania
1 padnigcia drobiu 1 pierwsze udokumentowane przypadki transmisji bezposredniej z ptakow
na ludzi. Podtyp ten charakteryzuje si¢ wysoka $miertelnoscia u drobiu (ok. 90-100%) oraz
zdolnoscig do infekowania wielu gatunkow ssakow, w tym ludzi. Zakazenie AIV podtypu
H5NI u ludzi prowadzi do cigzkiego zapalenia ptuc z wysoka $miertelnoscig (ok. 60%),
jednak zdolno$¢ tego wirusa do transmisji mi¢dzyludzkiej pozostaje ograniczona [34].
Z kolei TAV podtyp H7NO9 pojawit w Chinach w 2013 roku i od tego czasu byl przyczyna
kilku epidemii. Jednakze w piatej fali epidemicznej wystepujacej w latach 2016-2017
pojawity si¢ szczepy wysoce patogenne AIV H7NO. Charakterystyczng cechg tego podtypu
jest szczegoblnie silne powinowactwo do receptorow a-2,6 oraz a-2,3, co moze thumaczy¢

jego zwigkszong zdolnos$¢ do infekowania ludzi w pordwnaniu z innymi wirusami ptasiej
grypy [35].
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Do identyfikacji podtypoéw hemaglutyniny (HA) i neuraminidazy (NA) wirusow
grypy typu A wykorzystuje si¢ analiz¢ sekwencji genetycznych (testy RT-PCR) oraz testy
serologiczne (testy inhibicji hemaglutynacji HI; ang. hemagglutination inhibition) oraz
testy hamowania neuraminidazy NAI (ang. nauraminidase inhibition), ktore umozliwiajg
precyzyjne okreslenie wariantéw tych biatek powierzchniowych. Test inhibicji
hemaglutynacji jest stosowany powszechnie do oceny poziomu przeciwciat przeciwko 1AV,
takim jak HINT 1 H7N9. Wartos$ci HI wyraza si¢ jako najmniejsze stezenie surowicy, ktore
hamuje hemaglutynacje erytrocytow przez wirusa. Wyzsze miano HI wskazuje na wyzszy
poziom przeciwcial neutralizujagcych. W przypadku HIN1 miano HI wynosi w przedziale
40-320. Wartosci te mogag by¢ zmienne w zalezno$ci od szczepu. W przypadku
pandemicznego szczepu HIN1 z 2009 roku wartosci HI czesto wynosita od 80 do 160.
Z kolei IAV H7N9 charakteryzuje si¢ niskimi warto§ciami HI, czesto ponizej 40. Wirusy
grypy typu B posiadaja jedynie dwie gldwne linie antygenowe, a wirusy grypy typu C i D
nie wykazuja znaczacej zmiennosci w HA i NA. Poszczego6lne typy wiruséw grypy rdznia
si¢ od siebie budowg strukturalng, wtasciwos$ciami, zdolno$ciami do zakazenia réznych
gatunkow zwierzat oraz samym przebiegiem wywolywanej przez nie choroby u ludzi [36]

[Tabela 2].

Wirus grypy typu B

IBV pierwszy raz opisano w 1940 roku. IBV przenosi si¢ glownie wsrod ludzi, cho¢ infekuje
rowniez foki. IBV nie jest klasyfikowane na podtypy H 1 N, jak ma to miejsce w przypadku
wirusow typu [AV. Zamiast tego IBV dzielg si¢ na dwie glowne linie filogenetyczne: Victoria
1 Yamagata. Wynika to z mniejszej zmiennosci genetycznej wirusow IBV, dlatego podziat
na linie filogenetyczne jest wystarczajacy do klasyfikacji réznorodnosci. Dodatkowo wsrod
IBV rekombinacja mi¢dzy réznymi szczepami wystgpuje na niskim poziomie, a same wirusy
kraza gtdéwnie w populacji ludzkiej. Sama struktura bialek powierzchniowych HA 1 NA nie
charakteryzuje si¢ taka réznorodnoscig jak 1AV, dlatego klasyfikacja na podtypy nie jest
konieczna. Prawdopodobnie po pandemii COVID-19 linia B/Yamagata wymarta, gdyz
obecnie nie obserwuje si¢ nowych przypadkéw zakazen w globalnych bazach danych
sekwencyjnych, np. GISAID, WHO FluNet. Wynika to z kilku czynnikéw. Przed pandemig
COVID-19 linia B/Victoria dominowala w globalnym rozprzestrzenianiu si¢ IBV.
Powszechne stosowanie masek, dystansu spolecznego, ograniczenie podrozy oraz
zamkniecie szkol 1 miejsc publicznych znaczaco ograniczyly transmisje wirusa grypy.

Dodatkowo brak rezerwuaru zwierzecego IBV mogl doprowadzi¢ do catkowitego
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wyeliminowania linii B/Yamagata. Obecnie postuluje si¢ usunigcie komponentu linii
B/Yamagata z powstajacych szczepionek przeciw grypie. Choroba wywotywana przez IVB
charakteryzuje si¢ wystepowaniem gorgczki powyzej 38°C, suchym kaszlem, bélem migsni
1 stawow, bolem glowy 1 ostabieniem organizmu. Dzieci i mtodziez w wieku 519 lat naleza
do grupy najbardziej narazonych na infekcje wirusem [37]. W przypadku IBV réwniez moze
zachodzi¢ zjawisko skoku oraz przesuniecia antygenowego. Stosowane w leczeniu grypy
leki moga wykazywaé mniejsza skuteczno$¢ w leczeniu zakazenia IBV, niz w leczeniu

zakazen wywotanych przez IAV [38][Tabela 2].

Wirus grypy typu C

ICV zwykle wywotuje chorobe o fagodnym przebiegu klinicznym, objawiajaca si¢ przede
wszystkim infekcja drog oddechowych oraz goraczka. Wystepuje gtownie u dzieci
1 mlodziezy. Glownym nosicielem ICV jest cztowiek, ale wirus moze si¢ przenosi¢ na $winie
i psy. Wedlug badan ICV potencjalnic moze wywotywaé epidemie ze wzgledu
na zachodzenie mechanizmu reasortacji segmentow. ICV posiada hemaglutynino-esteraze
(HEF) bedace biatkiem powierzchniowym, ktore pelni role wigzania do receptorow na

powierzchni komoérek gospodarza oraz posiada aktywnos$¢ neuraminidazy [39][Tabela 2].

Wirus grypy typu D

IDV zostal odkryty stosunkowo niedawno, bo dopiero w 2011 roku w USA. Infekuje
gléwnie bydto, chociaz moze powodowac infekcje u ludzi, swin i fretek. Pomimo ze infekcja
IDV u ludzi jest stosunkowo rzadka, to obecnie 1,3% populacji posiada specyficzne
przeciwciala skierowane przeciwko temu wirusowi, $wiadczace o przebyciu zakazenia.
Podobnie jak ICV, IDV posiada hemaglutynino-esteraz¢ (HEF), ktore petni podobne funkcje
jak biatka hemaglutyniny (HA) i neuraminidazy (NA). Pozwala to na wigzanie si¢

z komorkami gospodarza oraz rozktad kwasu sialowego [40][Tabela 2].

Koronawirusy

W przeciwienstwie do powyzej opisywanych wirusow grypy, koronawirusy posiadaja
jednoniciowy, niesegmentowany genom RNA o dodatniej polarnosci. Wirusy te nalezg do
rodziny Coronaviridae, rzgdu Nidovirales. Ze wzgledu na ich pochodzenie ewolucyjne
dzielimy je na koronawirusy alfa, beta, gamma i delta [Tabela 3]. Objawy wystepujace przy

zakazeniu koronawirusami zazwyczaj sa tagodne [Tabela 4].
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Alfakoronawirusy pochodza gtéwnie od nietoperzy, ktére stanowia ich naturalny
rezerwuar. HCoV-229E 1 HCoV-NL63 wyewoluowaly z wiruséw wystepujacych
u nietoperzy owocozernych. Infekuja one przede wszystkim ssaki, np. koty, psy i ludzi.
Zwykle powoduja tagodne infekcje drog oddechowych. Niektére szczepy moga jednak
wywolywac¢ powazniejsze choroby u zwierzat, np. wirus zakaznego zapalenia otrzewne;j
kotow (ang. feline infectious peritonitis virus, FIPV) [41, 42,][ Tabela 3].

Betakoronawirusy rowniez wywodzag si¢ od nietoperzy. Niektéore z nich moga
przenosi¢ si¢ przez inne ssaki, takie jak taskuny (SARS-CoV-1) czy wielblady (MERS-
CoV), moga zakaza¢ réwniez ludzi. Betakoronawirusy dzieli si¢ dodatkowo na cztery
podgrupy (A, B, C, D). Koronawirusy beta HCoV-OC43 i HCoV-HKUI1 sg szeroko
rozpowszechnione w populacji ludzkiej 1 sa odpowiedzialne za sezonowe, tagodne
do umiarkowanych infekcje drég oddechowych, przypominajace przezigbienie. Z kolei
wirusy, takie jak SARS-CoV-1, MERS-CoV oraz SARS-CoV-2 charakteryzuja si¢ wysokim
potencjatem pandemicznym ze wzgledu na zdolno$¢ do mutacji i rekombinacji genetyczne;j.
Maja rowniez wyzszy wspotczynnik $miertelnosci, a sama infekcja moze mie¢ cigzki
przebieg. Cigzkie przypadki infekcji wystgpuja gldwnie u osob starszych i z chorobami
wspotistniejacymi [13][Tabela 3].

Gammakoronawirusy wystepuja gtoéwnie u ptakéw, bedacych glownym
rezerwuarem. Wywotuja zakazenia u drobiu, np. wirus zakaznego zapalenia oskrzeli drobiu
(AIBV, ang. avian infectious bronchitis virus), ktory wywoluje infekcje drog oddechowych
u kurczat. Niektore gammakoronawirusy moga takze infekowac¢ ssaki morskie,
np. koronawirus wieloryba bialego SW1 wykryty u bialuchy arktycznej. Ich znaczenie
epidemiologiczne dla ludzi jest ograniczone, poniewaz nie udokumentowano przypadkow
infekceji ludzi, ale moga powodowac straty w hodowli zwierzat [41, 42, 44]. Filogenetycznie
gammakoronawirusy naleza do jednej z trzech gtownych, klasycznych linii koronawiruséw
1 charakteryzuja si¢ stabilnym genomem o nizszej zawartosci G+C oraz relatywnie
mniejszym potencjalem rekombinacyjnym [45][Tabela 3].

Deltakoronawirusy sa szeroko rozpowszechnione wsrdd ptakow, ktére sg ich
naturalnym rezerwuarem. Koronawirusy delta moga takze zakaza¢ niektore ssaki,
np. $winski deltakoronawirus (PDCoV, ang. Porcine deltacoronavirus). Powoduje on
biegunke 1 odwodnienie u prosiat, prowadzac do znacznych strat w hodowli trzody chlewne;.
Nie odnotowano przypadkow ich transmisji na ludzi, cho¢ teoretycznie moga one ulec
ewolucji 1 przystosowac si¢ do nowych gospodarzy [41, 42, 46]. Deltakoronawirusy zostaty

wyodrebnione jako czwarty, filogenetycznie odrebny rodzaj koronawirusow,
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do homologicznej rekombinacji w poréwnaniu do gammakoronawiruséw [45][Tabela 3].

Alfa Beta Gamma Delta
Cecha
koronawirusy | koronawirusy | Kkoronawirusy koronawirusy
Rodzina o
Coronaviridae
wirusow
RNA RNA RNA RNA
Genom jednoniciowy, | jednoniciowy, jednoniciowy, jednoniciowy,
dodatni dodatni dodatni dodatni
Liczba
segmentow 1 1 1 1
RNA
SARS-CoV,
Przykladowe HCoV-229E, SARS-CoV-2,
AIBV PDCoV
szczepy HCoV-NL63 HCoV-0C43,
HCoV-HKU1
Nietoperze, ‘ Ptaki, ssaki
o Ludzie, )
Rezerwuar ludzie 1 inne ‘ morskie, np. S
) nietoperze, ) Ptaki, Swinie
wirusa ssaki sg tylko delfiny i
gryzonie )
gospodarzem wieloryby
o ) Wysoki — o Bardzo niski —
Potencjal Niski — infekcje Bardzo niski — ) .
o SARS, MERS, ) ) brak infekcji
pandemiczny | przezigbieniowe nie zakaza ludzi
COVID-19 ludzi
Czestos¢ ) ‘ ] _ , ‘
Srednia Wysoka Srednia Srednia
mutacji
1-35%
i (zaleznie od ' _
Smiertelnosé Nie dotyczy Nie dotyczy
<0,1% szczepu, . ‘
(%) ludzi ludzi
COVID-19 ~1-
3%)
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Liczba

przypadkéw | Nieznana, czeste | Miliony (np. Nie dotyczy Nie dotyczy
rocznie infekcje COVID-19) ludzi ludzi
(globalnie)
Dzieci, osoby . Ptaki, ssaki S
Grupa ryzyka Catla populacja ' Ptaki, §winie
starsze morskie
Zakazalno$¢ 1,5 - 8,0 (np. ‘ .
1,2-1,5 Nie dotyczy Nie dotyczy
(RO) COVID-19)
Caly rok,
Sezonowos¢ Catly rok sezonowe Brak danych Brak danych
WZzZrosty
Tabela 3. Ogodlna charakterystyka poszczegolnych grup koronawirusow.
HCoV-0OC43, SARS- SARS-
Rodzaj zakazenia MERS-CoV
HCoV-HKU1 CoV-2 CoV-1
Bezobjawowe 30-50% 30-40% <5% <10%
Lagodny przebieg 50-70% 40-55% 60-70% 25-30%
CiezKi przebieg <1% 10-15% 20-30% 60-70%
Krytyczny stan /
<0,1% 3-5% 10-15% 20-30%
ARDS
Smiertelnosé <0,1% ~1-3% ~9,6% ~35%

Tabela 4. Przebieg zakazenia HCoVs w zalezno$ci od grupy filogenetycznej [150-157].

4.3 Cykle replikacyjne wirusa grypy typu A i SARS-CoV-2

Cykl replikacyjny wirusoOw jest procesem bardzo zlozonym, w ktérym biorg udzial

poszczeg6lne biatka wirusowe oraz biatka komoérki gospodarza. Proces ten jest

wieloetapowy i dzieli si¢ na A. adsorpcje, B. wnikanie, C. replikacj¢ wirusowego materiatu

genetycznego 1 jego transkrypcje, D. synteze biatek wirusowych, E. sktadanie wirionow

oraz ich uwolnienie [Ryc. 1].

A. Kazdy cykl replikacyjny rozpoczyna si¢ adsorpcja czasteczki wirusa, czyli

przylaczeniem si¢ wirusa do receptora znajdujgcego si¢ na powierzchni komoérki. W tym

procesie biorg udzial receptory oraz czynniki komodrkowe, ktére umozliwiaja adsorpcjg.

Receptorami wykorzystywanymi przez wirusy moga by¢ bialka, cukry lub lipidy
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na powierzchni komorek. Czynniki komoérkowe umozliwiaja zatrzymanie czastek
wirusowych na powierzchni komorki oraz ulatwiajg oddzialywanie z receptorem. Receptory
komorkowe charakteryzuja si¢ wysoka swoisto$cig, a wystepowanie danego receptora
na powierzchni komorki moze okresla¢ podatnos¢ na zakazenie. Wlasciwym receptorem
komoérkowym dla wirusa grypy jest kwas sialowy (kwas N-acetyloneuraminowy). AV
wykazuja specyficznos$¢ receptorowa zalezng od gospodarza: wirusy ptasie preferujg kwas
sialowy z wigzaniem a-2,3 do galaktozy, natomiast wirusy ludzkie rozpoznaja kwas sialowy
potaczony wigzaniem a-2,6. Specyficznos¢ receptorowa, ktorg charakteryzuja si¢ IAV, ma
kluczowe znaczenie dla epidemiologii, transmisji mi¢dzygatunkowej oraz ryzyka
wystgpienia pandemii. R6znice w preferencyjnosci wigzania do danego receptora stanowia
barier¢ migdzygatunkowa, ktora utrudnia bezposrednie zakazenie ludzi przez wirusy ptasie.
Z tego powodu ich zdolnos$¢ do rozprzestrzeniania si¢ w populacji ludzkiej jest ograniczona.
Inny gatunek zwierzecia, ktory moze by¢ zakazony wirusami grypy, tj. $winie posiadajg oba
typy receptoréw i moga petni¢ role gospodarza posredniego, co czyni je tzw. ,,naczyniem
mieszajacym” (ang. mixing vessel). Umozliwia to reasortacj¢ gendw pomigdzy wirusami
ptasimi i ludzkimi, co prowadzi do powstawania nowych wariantow wirusa i stanowi
potencjalne zrédto przysztych pandemii.

Oproécz receptorow zidentyfikowano rowniez wiele innych biatek odgrywajacych
role w procesie wnikania wiruséw do komorki, np. epsyna 1 (Epsin-1, EPN1) kluczowa dla
endocytozy zaleznej od klatryny (CME, ang. clathrin-mediated endocytosis); EGFR
(ang. epidermal growth factor receptor), ktorego aktywacja moze promowac internalizacje
IAV; fosfolipaza D (PLD, ang. phospholipase D) zaangazowana w przebudowe¢ btony
komorkowej 1 fuzje¢ blony wirusowej z komoérkows; zasializowany zalezny od napigcia kanat
wapniowy (VGCC, ang. sialylated voltage-gated calcium channel) istotny dla endocytozy
i fuzji wirusa z blong komoérkows, ktéory modeluje naptyw jonéw Ca®*; nukleolina
powierzchniowa komorki (NCL, ang. surface nucleolin) peligca role receptora
lub koreceptora dla niektorych wiruséw, prolidaza (ang. prolidase,) bedaca enzymem
wplywajacym na szlaki sygnatowe regulujace infekcje wirusowsa; fibronektyna (FNI,
ang. fibronectin) stanowigca biatko macierzy uczestniczace w procesach adhezji wirusa.

W przypadku SARS-CoV-2 role receptora odgrywa druga konwertaza angiotensyny
(ACE2, ang. angietensin convertase enzyme) z ktorym wigze si¢ biatko S wirusa w celu

umozliwienia wnikni¢cia do komoérki gospodarza [47, 48, 49, 50, 51, 52].
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Rycina 1. Cykl replikacyjny SARS-CoV-2 i wirusa grypy typu A.

B. Dzigki rozpoznaniu odpowiedniego receptora wirusowego na powierzchni
komorki, mozliwa jest inicjacja kolejnego etapu cyklu replikacyjnego. Adsorpcja wirusa
w miejscach skupisk receptorow na powierzchni blony komérkowej prowadzi do zmiany jej
struktury oraz inicjuje proces wnikania wirusa do wnetrza komorki. Indukuje to sygnalizacje
komoérkowa 1 powoduje powstanie wglebienia btony komoérkowej, a nastepnie pgcherzyka
endocytarnego. Wirusy wyksztatcity roznorodne mechanizmy umozliwiajgce im wnikanie
do komorek gospodarza. Proces ten jest kluczowy dla inicjacji zakazenia i moze przebiegaé
na kilka sposobow, w zaleznosci od rodzaju wirusa oraz typu komoérki docelowej [Ryc. 2].
Najczescie] wykorzystywanym mechanizmem wnikania wirusow do komorek jest CME.
Podczas tego procesu wirus wigze si¢ z receptorami na powierzchni komorki, nastepnie
tworzy wpuklenia blony komodrkowej. Biatko klatryny rekrutowane jest na powierzchni¢
btony w odpowiedzi na sygnaly komodrkowe i tam tworzy otoczki wokol powstajacych
pecherzykow transportowych. Wytworzone pegcherzyki endocytarne sg transportowane
do wnetrza komorki. Przyktadami wirusow wykorzystujacych ten mechanizm sg wirusy
grypy 1 adenowirusy. Alternatywna S$ciezka endocytarng jest endocytoza zalezna

od kaweoliny (CMEV, ang. caveolin-mediated endocytosis), w ktérej wirusy wnikaja
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do komorki poprzez struktury nazywane kaweolami. Jest to mechanizm charakterystyczny
np. dla matpiego wirusa 40 (SV40, ang. simian virus 40) [53]. W przypadku [AV, proces ten
jest charakterystyczny dla komorek srodblonka i fibroblastow, a jego udziat w zakazeniu
wirusem grypy jest rzadziej obserwowany niz w klasycznej endocytozie zaleznej
od klatryny. W niektorych przypadkach moze stanowi¢ alternatywna droge zakazenia,
umozliwiajgc wirusowi unikni¢cie konwencjonalnych mechanizméw obronnych komorki,
takich jak szlak endosomalno-lizosomalny. Z kolei innym niespecyficznym mechanizmem
wnikania jest makropinocytoza (MP, ang. macropinocytosis), podczas ktérej komorka
pochtania duze ilosci ptynu zewnatrzkomoérkowego wraz z czasteczkami, ktore sa w nim
rozpuszczone. Ten mechanizm wnikania wykorzystuja wirus Ebola, wirus krowianki i HIV.
W przypadku IAV, mechanizm MP moze zachodzi¢ w wyniku stymulacji szlakow
sygnalizacyjnych zaleznych od kinazy fosfatydyloinozytolu 3 (PI3K) oraz biatka Akt.
Proces makropinocytozy pozwala na wniknigcie wirusa do wnetrza komorki bez
koniecznosci specyficznej interakceji z receptorami endocytarnymi. Odmiennym sposobem
wnikania wirusow jest fagocytoza, wykorzystujaca makrofagi i neutrofile, ktore aktywnie
pochtaniajg duze czastki takie jak wirusy. Pomimo Ze jest to mechanizm eliminacji
patogendw, niektore wirusy jak wirus opryszezki pospolitej (HSV, ang. herpes simplex
virus), sa w stanie wykorzystywac¢ go do infekcji komoérek. Wnikanie niektérych wirusow,
np. SARS-CoV-2, do komoérki moze odbywac si¢ rowniez przez bezposrednia fuzje blony
wirusa z blong komoérkowa.W przypadku nielicznych wiruséw, np. pikoronawirusow,
mozliwe jest wnikanie do wnetrza komorki poprzez formowanie porow w blonie
komorkowej, przez ktore ich RNA jest transportowane do wnetrza komorki [47, 48, 49, 50,
51,52].
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Rycina 2. Schemat wnikania wiruséw do komorki [53].

Whnikanie [AV do wnetrza komorki zachodzi na skutek oddziatywania
hemaglutyniny (HA) (szczegdtowy opis budowy znajduje si¢ w kolejnym rozdziale)
znajdujacej si¢ na powierzchni blony wirusa z czasteczka kwasu sialowego, ktory wystepuje
na powierzchni komorek. W przypadku IAV internalizacja zachodzi gtéwnie na drodze CME
chociaz istniejg takze alternatywne, rzadziej wystepujace mechanizmy wnikania wirusa jak:
makropinocytoza, CMEV 1 endocytoza niezalezna od klatryny 1 kaweoliny (ang. clathrin-
and caveolin-independent endocytosis). Podczas tego procesu wirion przedostaje si¢
do wnetrza komoérki osadzony we wnetrzu matych pecherzykow btonowych, bez udziatu
klasycznych struktur endocytarnych. Mechanizm ten jest stabo poznany, jednak potencjalnie
moze on odgrywac role w zakazeniu specyficznych typow komorek, gdy inne S$ciezki
internalizacji sa zablokowane lub niewystarczajace. Alternatywne mechanizmy
internalizacji moga zwigksza¢ efektywnos$¢ zakazenia wirusa grypy, umozliwiajagc mu
adaptacje¢ do roznych warunkow $rodowiskowych oraz gospodarzy o odmiennych

wlasciwosciach biologicznych.
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Wirus grypy wnika do komorki wewnatrz endosomu, gdzie nastgpuja zmiany
konformacyjne w wirusowych kanalach jonowych M2, co prowadzi do zakwaszania
srodowiska wewnatrz endosomu i skutkuje spadkiem pH do 5,5-5,0. Jest to zasadniczy etap,
podczas ktorego w zakwaszonym srodowisku endosomu zachodzg zmiany konformacyjne
HA, prowadzace do fuzji btony endosomu oraz wirusa i uwolnienia materialu genetycznego
do cytoplazmy [Ryc. 3]. Co wazne, hemaglutynina syntetyzowana jest pierwotnie w formie
nieaktywnego prekursora HAO. Dopiero w koncowym etapie dojrzewania wirionéw
potomnych druga transblonowa proteaza serynowa typu 2 (ang. type Il transmembrane
serine protease 2, TMPRSS2) lub alternatywnie: TMPRSS4, HAT (TMPRSS11D), MSPL,
DESC-1, TMPRSS11A, TMPRSS13 czy tez, w innych przypadkach, furyna, rozcina HAO
1 przeksztatca w dwie podjednostki HA1 1 HA2. Fragment HA2 zawiera peptyd fuzyjny (FP,
ang. fusion peptide) petiacy kluczowa rol¢ w mechanizmie tgczenia otoczki wirusa z blong
endosomalng komorki gospodarza. Ulega on relokacji do wnetrza trimerycznej struktury
hemaglutyniny. Stabilizuje to jej konformacje w neutralnym pH, jednocze$nie czyniac
metastabilnym 1 wrazliwym na zmiany konformacyjne pod wplywem zakwaszenia
srodowiska zachodzacego wewnatrz endosomu. W wyniku przej$cia konformacyjnego
dochodzi do zmiany struktury krotkich helis a podjednostki HA2, co prowadzi do ich
wydluzenia oraz utworzenia dlugiej trdjtancuchowej helisy (ang. coiled coil). Peptyd
fuzyjny zostaje wyrzucony w kierunku btony docelowej 1 zakotwicza si¢ w blonie
endosomalnej [Ryec. 3].

Kolejne zmiany konformacyjne powodujg zmiane struktury helisy HA2 do struktury
petlowej, co skutkuje zwinigciem kompleksu fuzyjnego. Prowadzi to do zblizenia blony
wirusa 1 btony endosomalnej, co inicjuje proces fuzji. Poczatkowym etapem fuzji jest
tzw. stan hemifuzji, w ktorym zewnetrzne warstwy lipidowe (ang. leaflets) obu bton zostaja
potaczone, ale wewngtrzne pozostajg nienaruszone. Nastgpnie tworzy si¢ por fuzyjny, przez
ktory uwalniany jest genom wirusowy do cytoplazmy komoérki gospodarza. Kompleks (-)
ssRNA, biatka NP (tworzy kompleks rybonukleinoproteinowy vRNP, faczy go z biatkiem
M1) oraz RdRp (wirusowa polimeraza zalezna od RNA) sa nastgpnie transportowane
do jadra komérkowego. Biatka NP, PB1 i PB2 zawieraja sygnat lokalizacji jadrowej (NLS,
ang. nuclear localization signals), ktory kieruje kompleksy vRNPs do jadra. Dodatkowo
w cytoplazmie kompleksy vVRNPs wigza si¢ z mikrotubulami, co utatwia ich transport.
Importyna o/f (karyoferyna) rozpoznaje sekwencj¢ NLS na NP oraz PB2 i umozliwia
transport przez pory jadrowe. Kompleks poru jadrowego (NPC, ang. nuclear pore complex)

umozliwia nastgpnie przejscie kompleksow VRNP do wnetrza jadra w sposob zalezny
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od gradientu RanGTP [47, 48, 49, 50, 51, 52]. Gradient powstaje na skutek wigzania si¢
biatka RAN z GTP powodujac powstanie wysokiego stezenia RanGTP. Nastepnie kompleks
jest hydrolizowany przez GTPaz¢ do RanGDP, co powoduje obnizenie stezenia RanGTP
w czesci komorki. Transport odbywa si¢ dzieki roznicy stezen zachodzacej pomigdzy jadrem

a cytoplazma [54, 55].
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Rycina 3. Schemat fuzji membrany wirusa grypy typu A z blong komodrkowa. A) Czasteczki
hemaglutyniny w konformacji w neutralnym pH podczas kontaktu z docelowa btong. B) Peptyd
fuzyjny zakotwicza si¢ w blonie poprzez zmiany pH wewngtrz endosomu. C) Przyblizenie bton
nastepuje wskutek przemieszczenia fragmentu C-koncowego podjednostki HA2. D) Blony znajduja
si¢ w stanie przedfuzyjnym posrednim. E) W stadium hemifuzji lipidy pochodzace od dwoch bton
mieszajg si¢, bez wymieszania zawarto$ci pecherzykow. F) Nastepuje wymieszanie zawartoSci

i transfer genomu wirusowego do wnetrza komorki poprzez nowopowstale pory fuzyjne [148].
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Proces adsorpcji i wnikania wirusa SARS-CoV-2 rozpoczyna si¢ od oddzialywania
biatka kolca (S, ang. spike) (szczegdtowy opis znajduje si¢ w kolejnym rozdziale)
z receptorem ACE2 na powierzchni komorki. Doktadniej za proces wigzania odpowiada
podjednostka S1 biatka kolca, zawierajagca domeng¢ RBD (ang. receptor binding domain).
Z kolei podjednostka S2 biatka kolca odpowiada w pdzniejszym etapie za fuzj¢ blony
wirusowej 1 komorkowej. Podjednostka S2 biatka kolca SARS-CoV-2 oraz podjednostka
HA2 hemaglutyniny wirusa grypy typu A (IAV) wykazuja znaczace analogie strukturalne
1 funkcjonalne, mimo ewolucyjnie odleglego pokrewienstwa tych patogenow. Obie
podjednostki petnia kluczowa role w procesie fuzji blon wirusowych z btonami
komoérkowymi gospodarza, co stanowi niezbedny etap w cyklu replikacyjnym obu wirusow.
Podjednostki S2, jak 1 HA2 zawieraja charakterystyczny motyw helisy superskreconej
(ang, coiled-coil), ktory jest wysoce konserwatywny wsrod wirusow drog oddechowych
[56].

Poza receptorem ACE2 wystepuja jeszcze inne czynniki komérkowe wplywajace
na proces infekcji. Jest to Neuropilina-1 (NRP1, ang. neuropilin I), ktora wigze si¢
z miejscem cigcia furyny 1 wzmacnia interakcje wirusa z komoérka [169], lektyna typu C
swoista dla komorek dendrytycznych DC-SIGN i lektyna typu C watrobowo-limfatyczna L-
SIGN, ktore uczestniczg w procesach adhezji komdrkowej poprzez interakcje z czasteczka
adhezji migdzykomoérkowej 3, ICAM-3 (ang. intercellular adhesion molecule 3) oraz
dziataja jako receptory rozpoznajace wzorce molekularne patogenow [170]. Poczatkowo
biatko S znajduje si¢ w stanie natywnym, w konformacji zamknietej, w ktorej domeny
wigzace receptor (RBD) sa czesciowo niedostepne dla potencjalnych receptoréw
komoérkowych (Ryc. 4). Mimo tej stabilnej konformacji podstawowej, biatko wykazuje
istotne fluktuacje konformacyjne, podczas ktorych nastepuje przejsciowe odstoniecie RBD.
Po otwarciu struktury i wystawieniu domeny RBD, SARS-CoV-2 wiaze si¢ do N-koficowej
helisy ACE2. W wigzanie to zaangazowane sg kluczowe reszty aminokwasowe w RBD:
Asn501, Lys417, Glu484, natomiast w ACE2 sa to: Asp30, Lys31, Tyr4 tworzace siec
oddziatywan hydrofilowych [143].

Dla fuzji btony komorkowej i btony SARS-CoV-2 kluczowa jest roéwniez
proteolityczna aktywacja biatka kolca, ktora pozwala na odstoniecie peptydu fuzyjnego
w podjednostce S2, ktéry peini podobng role jak w przypadku IAV. Nalezy zaznaczy¢,
ze proteolityczna aktywacja biatka kolca jest przeprowadzana przez furyne, ktora dokonuje
cigcia w miejscu S1/S2 podczas biosyntezy i1 dojrzewania wirusa w komorkach

produkujacych wiriony, czyli przed uwolnieniem wirusa z zakazonej komorki. Po cigciu
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podjednostki S1 i S2 pozostaja zwigzane niekowalencyjnie. Biatko kolca jest zdolne
do dalszych zmian konformacyjnych i wigzania z receptorem ACE2 w kolejnej komorce.
Po zwigzaniu wirusa z receptorem ACE2 wymagana jest proteolityczna aktywacja biatka
kolca, ktéra w efekcie odstania peptyd fuzyjny w podjednostce S2. W takim przypadku
znajdujaca si¢ na powierzchni komoérki TMPRSS2 dokonuje cigcia w miejscu S2°,
co inicjuje proces fuzji bton. Jezeli na powierzchni komorki nie wystgpuje TMPRSS2,
powstaly kompleks wirusa z ACE2 moze podlega¢ endocytozie. Wewnatrz endosomu panuje
niskie pH, dzigki czemu nastepuje aktywacja proteolityczna poprzez ci¢cie podjednostki S2
tuz przed peptydem fuzyjnym w miejscu S2’ zawierajacym motyw rozpoznawalny przez
proteaze cysteinowa, katepsyne L. Cigcie w miejscu S2' uwalnia ograniczenia strukturalne,
ktore pozwalaja wyeksponowac peptyd fuzyjny 1 inicjuja kaskade zmian konformacyjnych
w podjednostce S2, czemu towarzyszy prawdopodobnie calkowite oddysocjowanie SI.
Nastepnie dochodzi do zmian konformacyjnych w domenach HR1 (HR1, ang. heptad repeat
1)1 HR2 (HR2, ang. heptad repeat 2). Powstaje dtuga, trojtancuchowa struktura zwinicta w
helise (three-stranded coiled coil) oraz pofaldowany region powtarzalnego HR2. Prowadzi
to do powstania struktury pofuzyjnej podjednostki S2, co zbliza do siebie obie blony. Dzigki
tym procesom mozliwe jest powstanie poru fuzyjnego i wniknigcie wirusowego RNA

do cytoplazmy (Ryc. 5) [47, 48, 49, 50, 51, 52, 56].

ACE2
receptor
S1 subunit
l NTD / RBD

Rycina 4. Przejscie domeny RBD w biatku kolca SARS-CoV-2. RBD tancucha zaznaczonego
na zielono przechodzi z konformacji ,,down” do ,,up”, co umozliwia wigzanie z ludzkim receptorem

ACE2 [143].
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Rycina 5. Schemat fuzji membrany wirusowej SARS-CoV-2 z blong komdrkowa. 1) Biatko S wigze
si¢ do ACE2 i w miejscu S2’ nastgpuje ciecie proteolityczne przez TMPRSS2. 2) Domena S1
oddysocjowuje, a peptyd fuzyjny wnika w blong komorkowa gospodarza. 3) Bialko S zmienia
konformacj¢ do stanu postfuzji w wyniku ztozenia. 4) Domeny HR1 i HR2 zblizaja do siebie btony.
5) W wyniku fuzji blon dochodzi do powstania pora, co pozwala na wnikni¢cie materiatu

genetycznego wirusa do wnetrza komorki [149].

Nastepnie RNA wirusowe jest transportowane do rybosomow zwigzanych
z siateczkg $rdédplazmatyczng (ER) 1 jest wspomagane przez sekwencje sygnatowe obecne
w powstajacych poliproteinach ppla i pplab. Sekwencje sygnatowe sa rozpoznawane przez
czastke rozpoznajaca sygnal SRP (ang. signal recognition particle). Kompleks rybosom-
mRNA-SRP jest nastepnie kierowany do receptora SRP w btonie ER, co pozwala
na kotranslacyjng insercj¢ powstajacych biatek do blony ER oraz dalszg translacje¢ w bliskim
sasiedztwie bton. Tam pdzniej formujg si¢ kompleksy replikacyjno-transkrypcyjne RTC
(ang. replication-transcription complexes). Translacja w poblizu bton ER umozliwia
powstanie zwigzanych z btonami organelli replikacyjnych, ktore chronig wirusowe RNA
przed degradacja 1 utatwiajg jego replikacje oraz transkrypcje subgenomowego RNA [47,
48, 49, 50, 51, 52, 56].
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C. Replikacja materiatu genetycznego wirusa jest kluczowym etapem jego cyklu
replikacyjnego i rozni si¢ w zalezno$ci od rodzaju wirusowego genomu. Material
genetyczny wirusoOw moze stanowi¢ RNA lub DNA. Moze ono mie¢ posta¢ jednoniciowa
(ss) lub dwuniciowg (ds), a takze by¢ dodatnio (+) lub ujemnie (-) spolaryzowane (tylko
w przypadku RNA). Proces replikacji odbywa si¢ w roznych przedziatach komérkowych,
takich jak jadro lub cytoplazma, w zaleznos$ci od charakterystyki wirusa.

Material genetyczny IAV ulega replikacji w jadrze komorkowym. Na podstawie
wirusowego RNA dochodzi do syntezy mRNA (ang. messenger RNA) oraz cRNA
(ang. complementary RNA) przy udziale wirusowe] polimerazy RNA zaleznej od RNA
(RdRp). Wirusowe mRNA umozliwia nastepnie synteze biatek wirusowych w cytoplazmie.
Natomiast cRNA stanowi matryce do syntezy potomnego VRNA. Proces replikacji vVRNA
wymaga udziatu biatka NP. Polimeraza RdRp zlozona jest z trzech bialek: PBI1
(ang. polymerase basic 1), PB2 (ang. polymerase basic 2) i PA (ang. polymerase acidic).
Przed rozpoczeciem syntezy wirusowego mRNA, podjednostka PA, posiadajaca
wlasciwos$ci endonukleazy, odcina czapeczke guanozynowa (kap) z mRNA komorkowego
i powoduje jego hydroliz¢. Nastepnie biatko PB2 wychwytuje kap z 5° konca mRNA
(ang. cap snatching proces). Z krotkich, losowych fragmentdow mRNA oraz kapu powstaja
10-15 nukleotydowe startery stuzace do rozpoczecia syntezy wirusowego mRNA przez
polimeraze wirusowg. Ostatecznie podjednostka PB1 syntezuje nowe nici RNA (zaréwno
mRNA, jak i cRNA) poprzez polimeryzacj¢ nukleotydow. Zsyntetyzowane czasteczki
wirusowego mMRNA posiadajg ogon poli(A) na 3’ koncu dzigki traktom 5-7 reszt
urydynowych w vVRNA, oraz kap na koncu 5°.

W jadrze komoérkowym wirusowa polimeraza syntetyzuje rowniez petnej dtugosci,
komplementarny RNA (cRNA) o dodatniej polarnosci. W przeciwienstwie do mRNA,
cRNA nie posiada czapeczki 5' ani ogona poli(A). cRNA jest stabilizowany przez biatko NP,
ktore zabezpiecza go przed degradacja 1 umozliwia dalszg syntez¢ VRNA. Na matrycy cRNA
polimeraza RdRp syntetyzuje nowe kopie VRNA (-), ktére stang si¢ genomem potomnych
wiriondw. Proces ten wymaga aktywnej obecnosci NP, ktore stopniowo wigze si¢ z nowo
syntetyzowanym RNA, stabilizujac jego struktur¢. Nowe segmenty VRNA asocjuja
z biatkami polimerazy PB1, PB2 i PA, tworzac kompletne kompleksy vRNP. Ostatecznie
w jadrze komérkowym dochodzi do powstawania kompleksow RNP, ktore sa kolejno
eksportowane do cytoplazmy przy udziale bialek wirusowych M1 i NEP (ang. nuclear
export protein, NEP). Poniewaz NEP zawiera sygnal eksportu jadrowego (ang.
nuclear export signal, NES), odgrywa kluczowa rol¢ posredniczaca pomiedzy Ml
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a eksportyng pierwsza CRMI1 (ang. chromosomal maintenance 1), ktora wigze si¢
z kompleksem VRNP-M1-NEP. Nastepnie kompleks przemieszcza si¢ przez pory jadrowe,
wykorzystujac gradient RanGTP. NEP dziata jako posrednik taczacy biatko macierzy M1
otaczajagce VRNP z mechanizmem eksportu jadrowego zaleznym od CRM1. Dzigki temu
NEP umozliwia efektywne usunigcie nowo zsyntetyzowanych genomdéw wirusa grypy
z jadra komorkowego, co jest kluczowe dla sktadania nowych wirionéw 1 ich uwalniania
z komorki. W cytoplazmie nastgpuje dysocjacja kompleksu i uwolnienie vVRNP, co nastgpnie
umozliwia pakowanie VRNP do nowych wirionow. [54, 55].

SARS-CoV-2 jest wirusem o dodatniej polarnosci (+ssRNA), dlatego bezposrednio
w cytoplazmie komoérki moze dochodzi¢ do transkrypcji materialu genetycznego i translacji
wirusowych biatek przez rybosomy komoérkowe. To odroznia go od IAV, ktoéry posiada
segmentowany genom RNA o ujemnej polarnosci (-ssRNA) wymagajacy transkrypcji
na mRNA w jadrze komérkowym. Po wniknigciu do wngtrza komorki w obszarze
okolojadrowym formujg si¢ struktury blonowe o roéznych rozmiarach okres§lane jako
organelle replikacyjne. Sa one otoczone podwojnymi blonami i prawdopodobnie pochodza
z siateczki $rodplazmatycznej. Pelnig funkcje przedzialéw izolujacych kompleksy
replikacyjne wirusa od czasteczek wrodzonej odpowiedzi immunologicznej gospodarza jak
interferony 1 cytokiny. W pierwszym etapie replikacji materiatu genetycznego dochodzi
do translacji genu replikazy na matrycy wirusowego RNA (VRNA). Genomowy RNA
posiada dwie duze ramki odczytu ORFla i ORF1b, ktére koduja dwie poliproteiny ppla
1 pplab. Powstawanie pplab wymaga mechanizmu -1 rybosomalnego przesuni¢cia ramki
odczytu, co prowadzi do translacji dodatkowego fragmentu RNA obejmujacego ORF1b.
Poliproteiny te podlegaja nastepnie obrobece proteolitycznej, przeprowadzanej przez dwie
wirusowe proteazy cysteinowe nsp3 i nsp5. Cz¢s¢ nsp3, PLpro odpowiada za rozszczepienie
poczatkowych fragmentéw poliproteiny oraz uwolnienie nspl-nsp4 [57]. Natomiast
proteaza Mpro, bedaca czescig nspS dokonuje dalszej proteolizy, prowadzac do uwolnienia
pozostatych biatek nsp, w tym kluczowych enzymow replikacyjno-transkrypcyjnych, takich
jak: nsp12 (RNA-zalezna polimeraza RNA, RdRP), nsp13 (helikaza), nsp14 (egzonukleaza
ExoN) czy nsp16 (2’-O-metylotransferaza). W efekcie powstaje 16 biatek niestrukturalnych
nspl-16. Z ppla powstaje 6 bialek, natomiast z pplab powstaje 10. Ostatecznie, biatka
te stworzg kompleks replikacji 1 transkrypcji RTC (ang. replicase-transcriptase complex),
dzigki ktoremu mozliwa bedzie replikacja, transkrypcja oraz modyfikacja wirusowego
RNA. Kompleks RTC inicjuje replikacj¢ genomowego RNA, a RdRP katalizuje synteze

RNA. Bialka wirusowe nsp7 1 nsp8 dzialaja natomiast jako kofaktory, wspottworzac
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aktywny kompleks polimerazy. Na matrycy VRNA polimeraza RdARP syntetyzuje ni¢
antysensowg ssRNA(-), ktora stuzy jako matryca do dalszej replikacji genomu.

Na tej same matrycy VRNA RdARP syntetyzuje rowniez tzw. subgenomowe RNA
(ang. subgenomic RNA, sgRNA) o ujemnej polarnosci (-sgRNA) w procesie nieciaglej
syntezy (ang. discontiniued RNA synthesis), begdacej unikalnym mechanizmem
charakterystycznym dla koronawirusow. Podczas niecigglej transkrypcji dochodzi
do zatrzymania syntezy negatywnej nici subgenomowego RNA (-sgRNA) na sekwencjach
regulatorowych transkrypcji (ang. transcription regulatory sequence body, TRS-B)
1 ponownego jej rozpoczgcia w regionie liderowym (ang. leader transcription regulatory
sequence TRS-L). W tym procesie kompleks RTC umozliwia przeskakiwanie polimerazy
(ang. template switching), co skutkuje powstaniem zestawu ujemnych nici sgRNA. Te stuzg
jako matryce do syntezy dodatnich nici subgenomowego RNA (+sgRNA), a nastepnie — jako
mRNA subgenomowe (sgmRNA) — do translacji biatek strukturalnych, takich jak biatko
kolca, biatko btonowe M, biatko otoczki E oraz nukleokapsyd N [58].

D. Translacja bialek wirusowych jest kluczowym etapem cyklu replikacyjnego
wirusa, poniewaz umozliwia syntez¢ zaro6wno biatek strukturalnych, jak i niezbgdnych
enzymOw i czynnikéw regulatorowych. Wirusy nie posiadaja wlasnych rybosomow
ani maszynerii translacyjnej, dlatego musza wykorzystywa¢ mechanizmy translacyjne
komorki gospodarza. Proces translacji wirusowego mRNA odbywa si¢ na rybosomach
komoérkowych i r6zni si¢ w zaleznosci od typu wirusa oraz strategii ekspresji jego genomu.

Synteza biatek AV zachodzi w cytoplazmie. Do syntezy biatka NP na rybosomach
komorki gospodarza wykorzystywana jest matryca mRNA wirusa. Nastgpnie biatko jest
transportowane z powrotem do jadra komorkowego, gdzie uczestniczy w pakowaniu
nowego wirusowego RNA. Biatko NP odgrywa kluczowa role w stabilizacji genomu wirusa
1 formowaniu rybonukleoprotein (VRNP), niezbednych do dalszej replikacji oraz sktadania
nowych wirionow. Translacja biatek wirusa grypy HA, M2 i NA zachodzi w retikulum
endoplazmatycznym szorstkim. Hemaglutynina poczatkowo powstaje jako nieaktywna
forma prekursora HAO. Nastepnie biatka HA, M2 i NA s3 transportowane w kierunku cze$ci
apikalnej blony komorkowej z wykorzystaniem kompleksu bialek optaszczajacych COPI
(ang. coat protein complex I) [51, 52]

Glikoproteiny wirusa SARS-CoV-2 sa syntezowane na rybosomach znajdujacych sig¢
na powierzchni retikulum endoplazmatycznego szorstkiego. Powstate w ten sposob biatka

strukturalne 1 niestrukturalne wirusa oraz zreplikowane RNA sg transportowane do ERGIC
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(ang. endoplasmatic reticulum-Golgi intermediate) bedacego miejscem posrednim
pomiedzy retikulum a aparatem Golgiego. Biatko S jest trimerem zakotwiczonym w blonie
ER, a jego prawidtowe fatdowanie i glikozylacja sa kluczowe dla pdzniejszej fuzji z btong
komorkowsa gospodarza. Biatko M kieruje procesem sktadania wirionow, biatko E jest
zaangazowane w tworzenie otoczki wirusa oraz uwalnianie wirionéw. Te biatka réwniez sa
syntetyzowane w ER 1 transportowane do przedzialu posredniego ER-Golgi. Natomiast
biatko N wigze nowo zsyntetyzowane dodatnie nici genomowego RNA (+gRNA), tworzac
nukleokapsyd, ktory nastgpnie oddziatuje z biatkiem M, inicjujac sktadanie wirionow [51,
52].

E. Po syntezie biatek wirusowych i replikacji materialu genetycznego, wirusy
sktadaja si¢ w pelne wiriony. Wirusy bezostonkowe spontanicznie tworza kapsyd wokot
nowego genomu. Natomiast wirusy ostonkowe wykorzystuja blony komérkowe gospodarza
do tworzenia btony wirusowej. Dojrzewanie wirusa czgsto wigze si¢ z procesami cigcia
proteolitycznego, ktore nadaja wirionom pelng zakazno$¢ (ang. infectivity), co oznacza
zdolno$¢ wirusa do infekowania komoérek gospodarza. Ostatnim etapem cyklu
replikacyjnego wirusa jest wydostanie si¢ nowo utworzonych wirionéw z komorki poprzez
paczkowanie (ang. budding), lize komorki lub egzocytoze [51, 52].

Podczas ostatniego etapu cyklu replikacyjnego IAV kompleksy vRNP zawierajace
RdRp sa transportowane z jadra komdrkowego przez pory jadrowe do cytoplazmy w czym
uczestniczg biatka M1 1 NEP/NS2. Dalej kompleksy vRNP sg transportowane w poblize
btony komoérkowej dzieki mikrotubulom cytoszkieletu komoérkowego, gdzie nastgpuje
proces sktadania wirionéw potomnych. Tam gromadzi si¢ 8 komplekséw RNP, ktore dzieki
biatku M1 zostaja upakowane. Proces pakowania segmentéw do wirionéw nie zostal do
konca poznany, jest najprawdopodobniej losowy i zalezy od sygnatéw pakowania obecnych
w sekwencji VRNA na koncach 5’1 3’. Podczas pakowania istotng role odgrywaja wzajemne
interakcje pomigdzy segmentami, a jezeli w sekwencji sygnatu pakowania ktoregos
z segmentdw pojawi si¢ mutacja, moze to prowadzi¢ do uposledzenia catego procesu.
Przypuszczalnie nukleotydy pochodzace z koncow 5’1 3’ vVRNA moga tworzy¢ specyficzne
struktury drugorzedowe umozliwiajgce tworzenie par zasad miedzy segmentami [59, 60].
Nowo zsyntetyzowane biatka wirusowe gromadzg si¢ w apikalnej czgsci blony komorkowe;j,
gdzie powstaje strefa paczkowania i wypuklenie. Biatko M2 bierze udziat w formowaniu si¢
pecherzyka i1 jego oderwaniu od btony komoérkowej. Pelni funkcje kanatu jonowego, ktory

umozliwia przeplyw protondw do wnetrza wironu z kwasnego $rodowiska endosomu.

36



Powoduje to oddysocjowanie komplekséw RNP od pozostatych sktadnikoéw wirionu, co
przektada si¢ na odptaszczenie materialu genetycznego. Biatko NA usuwa réwniez reszty
kwasu sialowego z blony komodrkowej, co dodatkowo zapobiega agregacji uwolnionych
wirusow. Dodatkowo pod wptywem enzymow proteolitycznych obecnych na powierzchni
komorki gospodarza jak TMPRSS2, dochodzi do rozszczepienia wigzania peptydowego
formy prekursorowej hemaglutyniny, co prowadzi do powstania dwoch podjednostek: HA 1
1 HA2 i w konsekwencji umozliwia infekowanie kolejnych komoérek. Po uwolnieniu nowych
wirionéw z komorki cykl namnazania IAV moze rozpoczac si¢ ponownie [61, 62, 63].

W ostatnim etapie cyklu replikacyjnego SARS-CoV-2 nowe wiriony sg pakowane
w ERGIC, gdzie nast¢puje organizacja sktadnikoéw wirionu oraz formowanie kompletne;j
czasteczki. Biatka kolca S, otoczki E, biatko btonowe M oraz nukleokapsydu N tworza
dojrzaty wirion. Biatko N, ktore jest zwigzane z VRNA, zostaje upakowane do wnetrza
wirionu, natomiast biatka S, E, M pozostaja wbudowane w bton¢ ER, ktora stanie si¢ btong
wirusowa. Biatka E i M biorg udziat w sktadaniu wirionu i uwalnianiu poprzez interakcje
zinnymi biatkami. Kompletne wiriony przechodza do $wiatta ERGIC w procesie
paczkowania, skad nastgpnie sa transportowane do blony plazmatycznej szlakiem
sekrecyjnym. Poprzez fuzje pecherzykdéw z blong komodrkowa, nowe wiriony zostaja

uwolnione z komorki [51, 52, 57, 58].

4.4 Budowa wirionu wirusa grypy typu A

Wirion wirusa grypy typu A jest otoczony dwuwarstwa lipidowa, w ktorej zakotwiczone sa
biatka hemaglutyniny (HA) 1 neuraminidazy (NA) [Ryc. 6]. Wystepuja one na powierzchni
btony w stosunku 4:1. Hemaglutynina jest odpowiedzialna za wigzanie wirusa z receptorem
kwasu sialowego na powierzchni komorki gospodarza. Umozliwia adsorpcj¢ wirusa, jego
endocytoze oraz bierze udzial w fuzji btony wirusowej z btong endosomalng. Neuraminidaza
jest enzymem o aktywnoS$ci sialidazy, tzn. hydrolizujgcym reszty kwasu sialowego
na powierzchni komorki gospodarza oraz nowych wirionéw. Umozliwia rowniez uwalnianie
wirionow potomnych. Zbudowana jest z okoto 450-470 aminokwasow w zalezno$ci
od podtypu. W ostonce wystepuje rowniez biatko M2 petnigce funkcj¢ kanalu jonowego
zbudowanego z 97 aminokwasow. Umozliwia ono zakwaszenie wnetrza wirionu, inicjacje
oddzielenia biatka M1 od nukleokapsydu oraz uwolnienie genomu wirusowego
do cytoplazmy. Integralng cze$cig ostonki wirionu sg rowniez biatka pochodzace z btony
komorki gospodarza, w ktorej wirus ulegat replikacji. Naleza do nich np. aneksyny, enzymy

glikolityczne 1 biatka cytoszkieletu [64].
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Wirusy grypy wykazuja pleomorfizm, tzn. moga wystgpowaé w formie sferycznej
o $rednicy okolo 100nm, lub formie wydtuzonej, filamentarnej dtugosci ponad 300nm.
Forma sferyczna wirionu wystepuje gtownie w szczepach laboratoryjnych, natomiast formy
filamentarne spotykane sg w izolatach pochodzenia klinicznego. Zr6znicowanie ksztattu
wirionow wynika z budowy ostonki lipidowej, ktora jest elastyczna i podatna na zmiany [51,
52]. Pod ostonka lipidowa znajduje si¢ warstwa biatek macierzy M1, kazde zbudowane jest
z 252 aminokwaséw. Biatko M1 jest gldownym sktadnikiem wewngtrznej warstwy otoczki
wirusowej. Bierze rowniez udziat w stabilizacji struktury wirionu oraz jest aktywne podczas
paczkowania. Bialko macierzy M1 uczestniczy rowniez w transporcie materialu
genetycznego wirusa do jadra komorkowego gospodarza. Rdzen wirusa stanowi
8 kompleksow rybonukleoproteiny (vVRNP), ktore zawieraja poszczegdlne segmenty
wirusowego RNA, biatka polimerazy PB1, PB2 , biatko PA oraz nukleoproteing NP.
Poszczegdlne segmenty wirusowe zostaly nazwane i ponumerowane od najdluzszego do
najkrotszego vVRNA. Wewnatrz wirionu VRNP s3 upakowane w charakterystyczny sposéb
»71+1” co oznacza, ze siedem VRNA otacza jeden centralnie potozony segment. Pomi¢dzy
segmentami wystepuja oddziatywania umozliwiajgce im wspdlny transport oraz pakowanie
do wngtrza wirionu [51, 52]. Segment 1 koduje biatko PB2 polimerazy wirusowe;j,
odpowiada za hamowanie odpowiedzi immunologicznej. Segment 2 koduje biatko PB1
tworzace kompleks rybonukleoproteinowy i1 jest podjednostka polimerazy wirusowe;.
Koduje rowniez PB1-F2 oraz PB1-N40 powstajace na drodze zmiany ramki odczytu.
Segment 3 posiada informacje na temat biatka PA, ktore jest skladnikiem kompleksu
rybonukleinoproteinowego 1 wchodzi w sktad polimerazy wirusowej. Alternatywnie koduje
réwniez PA-X, PA-N155 i PA-N182. Segment 4 koduje hemaglutyning bgdaca biatkiem
powierzchniowym czastki wirusa. Segment 5 koduje nukleinoproteing NP, ktora tworzy
kompleks RNP. Nukleoproteina wigze wirusowe RNA 1 stabilizuje jego strukture,
umozliwiajgc formowanie komplekséw vRNP Segment 6 koduje informacje na temat
budowy glikoproteiny neuroaminidazy Segment 7 koduje biatko M1, czyli biatko macierzy,
przezbtonowe biatko M2 tworzace kanat jonowy oraz alternatywnie M42. Segment 8 koduje
biatka NS1, NEP (NS2) oraz NS3.. Rozmiary czasteczek VRNP roznig si¢ diugoscia

(od 30nm do 120 nm), a ich $rednica wynosi 12nm [65].
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Rycina 6. Wirion wirusa grypy typu A

4.5 Budowa wirionu SARS-CoV-2

Wirion SARS-CoV-2 cechuje si¢ kulista budowa i wykazuje umiarkowang pleomorfig.
Czasteczke wirusa buduja biatka strukturalne: biatka btony (ang. membrane, M), biatka
otoczki (ang. envelope, E), biatka kolca (ang. spike, S; zakotwiczone bezposrednio w btonie)
oraz biatko nukleokapsydu (ang. nucleocapsid, N), z ktérym bezposrednio zwigzany jest
wirusowy RNA [Ryc. 7]. Na podstawie badan Cryo-EM okres§lono $redni rozmiar czasteczki
wirionu wynoszacy od 118 nm do 136 nm, wliczajac biatka kolca w formie trimerow

wystajace na 16 nm do 21 nm od powierzchni otoczki.

Biatko kolca S
Genomowy RNA
Biatko
nukleokapsydu N
Biatko otoczki E
Biatko btony M

Rycina 7. Wirion SARS-CoV-2

Genomowy RNA SARS-CoV-2 [Ryc. 8] wystepuje w formie jednoniciowej
o dodatniej polarnos$ci 1 wraz z bialkiem N tworzy gesto upakowany rdzen, ktéry mozna
obserwowac¢ w obrazie mikroskopu elektronowego. Biatko N o dtugosci 419 aminokwasow
wykazuje przede wszystkim funkcje ochronne wirusowego materiatu genetycznego,
wchodzi w interakcje z innymi biatkami strukturalnymi podczas procesu sktadania wirionu

1 uczestniczy w cyklu replikacyjnym.
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Biatko otoczki (E) jest najmniejszym biatkiem strukturalnym SARS-CoV-2
i zbudowane jest z 76-109 aminokwaséw. Pomimo, iz samo biatko jest stabo zbadane,
sekwencja nukleotydowa oraz aminokwasowa tego bialka jest zachowawcza ewolucyjnie
w przypadku réznych wariantow genetycznych wirusa. Wchodzi ono w interakcje z innymi
biatkami strukturalnymi i razem z biatkiem M determinujg ksztalt wirionu, pozwalajac
wirusowi na uwolnienie materiatu genetycznego do wnetrza komorki [66].

Biatko btony (M) sktada si¢ z okoto 220-230 aminokwaséw 1 jest biatkiem
przezblonowym, sktadajacym si¢ z trzech domen, ktore zakotwiczaja je w otoczce
wirusowej. W zewnetrznej czesci wirionu znajduje si¢ domena N-koncowa (NTD,
ang. N-terminal domain), w cz¢sci przezbtonowej wystepuje domena sktadajaca si¢ z trzech
helis (TM, ang. transmembrane domain), natomiast w wewng¢trznej czg¢sci wirionu
ulokowana jest domena konca karboksylowego (CTD, ang. C-terminal domain). Biatko M
odgrywa kluczowa rolg w procesie paczkowania wirusa, reguluje proces formowania si¢
nowych wirionow, oddziatuje z innymi biatkami strukturalnymi. Interakcje wystgpujace
pomiedzy biatkami M umozliwiajg tworzenie si¢ struktury, ktéra nadaje wirionom
charakterystyczny ksztatt.

Genom SARS-CoV-2 zawiera okoto 30 tys. nukleotydow. Posiada czapeczke (kap)
oraz sekwencje liderowa na koncu 5’ oraz ogon poliA na koncu 3°, dzigki czemu jest w stanie
prowadzi¢ translacj¢ bezposrednio w cytoplazmie, po wniknigciu do wnetrza komorki.
Analizujac od konca 5’ genom SARS-CoV-2 w dwoch trzecich dhugosci koduje geny
polimerazy RNA zaleznej od RNA izawiera otwarte ramki odczytu (ORF, ang. open reading
frame) la oraz 1b. Z kolei jedna trzecia cze¢sci od konca 3’ koduje bialka strukturalne N, S,
M 1 E. Pomigdzy genami kodujacymi biatka strukturalne znajduja si¢ dodatkowe geny (ang.
accessory genes) kodujace bialka pomocnicze, ktore nie sg niezbedne do podstawowego
cyklu replikacyjnego wirusa, ale pelniag wazne funkcje wspierajace jego przetrwanie,
unikanie odpowiedzi immunologicznej gospodarza i regulacj¢ infekcji (Ryc. 8) [51, 52, 57,

58].
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Rycina 8. Genom SARS-CoV-2 [146].

4.6 Hemaglutynina (HA) wirusa grypy typu A

Hemaglutynina zbudowana jest z 560 aminokwasow i jest jednym z dwoch gtownych biatek
wystepujacych na powierzchni wirusa grypy typu A, natomiast w przypadku IBV sktada si¢
z okoto 584-585 aminokwasow. Hemaglutynina IBV stukturalnie jest podobna do HA TAV
1 wykazuje 25-30% homologii sekwencji. Podobnie jak u IAV jednostka prekursorowa IBV
HO jest cieta na dwie podjednostki HA1 i HA2, ale jednoczes$nie nie klasyfikuje si¢
na oddzielne podtypy, a okre$la jedynie linie antygenowe. Natomiast ICV 1 IDV nie
posiadaja biatka hemaglutyniny, posiadaja natomiast biatko hemaglutyniny-esterazy-
fuzyjnej HEF o podobnej homologii, ktore taczy funkcje kilku biatek, jak np. wigzanie
do receptora komoérkowego (rozpoznaje kwas 9-O-acetylo-neuraminowy zamiast kwasu
salowego), odcinanie receptora oraz uczestniczenie w fuzji blon.

Hemaglutynina odgrywa kluczowa role w procesie zakazania komorek gospodarza.
Odpowiada za przytaczenie wirusa do komorki oraz za fuzje bton wirusa z btong endosomu
wewnatrz komorki. HA zbudowana jest z trzech identycznych podjednostek, ktore wspolnie
tworzg trimer, formujac wypustki na powierzchni wirionu. Poszczegdlne podjednostki
hemaglutyniny sa syntetyzowane jako prekursor polipeptydowy HAO (75 kDa), nastgpnie
w efekcie ciecia powstaja dwie czgsci HA1(55kDa) oraz HA2 (25 kDa) potaczone mostkiem
dwusiarczkowym [76]. Podjednostka HA1 wystaje na zewnatrz wirusa formujac
tzw. glubularng gldéwke na szczycie trimeru, ktora zawiera miejsce wigzania si¢ do receptora
wirusowego RBS (ang. receptor binding site). Miejsce to jest odpowiedzialne
za rozpoznawanie kwasu sialowego na powierzchni komorek gospodarza. Czgs¢ HA2 jest
zakotwiczona w otoczce wirusa i1 zawiera sekwencj¢ FP, odpowiedzialnego za zlewanie si¢

bton wirusa z btong komorki gospodarza [77].
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Struktura hemaglutyniny dzieli si¢ na cztery domeny funkcjonalne. Na koncu
dystalnym wzgledem btony wirusa znajduje si¢ domena RBS zlokalizowana w fancuchu H1.
Odpowiada za rozpoznanie 1 przylgczenie si¢ do IAV specyficznych receptorow na
powierzchni komorki gospodarza.. Domena ta posiada specyficzne miejsce wigzania
receptora znajdujace si¢ w zaglgbieniu otoczonym czteroma strukturami: petle 130-loop,
150-loop, 220-loop oraz helis¢ 190-helix. Ich rolg jest precyzyjne utozenie i stabilizacja
zaglebienia, aby mogto ono selektywnie wigza¢ specyficzne receptory, gldwnie reszty kwasu
sialowego. Natomiast dno =zaglebienia stanowig cztery reszty aminokwasowe
charakteryzujace si¢ wysokim poziomem zachowawczosci: Tyr98, His183, Tyr195 1 Trp153.
Te reszty aminokwasowe sg kluczowe dla bezposredniego rozpoznania i wigzania czasteczki
kwasu sialowego. Kolejno w tancuchu HAI1 znajduje si¢ domena esterazowa (VES,
ang. vestigal esterase subdomain), ktora jest nieaktywna 1 strukturalnie przypomina 9-O-
acetylaze wystepujaca w hemaglutynino-esterazie wirusa grypy typu C i D. Uwaza sie, ze
biatko to jest ewolucyjnym prekursorem HA TAV. Dodatkowo domena ta taczy pozostate
domeny. Nastgpnie, blisko blony wirusa znajduje si¢ domena fuzyjna (FS, ang. fusion
subdomain), ktéra obejmuje fragmenty podjednostek HA1 oraz HA2. Na N-koncu HA1
znajduje si¢ pie¢ antyrownoleglych pasm B-harmonijki powstatych podczas biosyntezy,
po odcieciu peptydu sygnalowego. Kolejno znajduje si¢ petla 30-loop oplatajaca
1 stabilizujaca helisy a znajdujace si¢ w centrum domeny fuzyjnej. Domena fuzyjna znajduje
si¢ rowniez na fancuchu HA2, ktorego N-koniec jest hydrofobowy i znajduje si¢ wewnatrz
struktury trimeru. Poczatkowe 23 aminokwasy HA2 buduja peptyd fuzyjny odpowiadajacy
za inicjacj¢ fuzji bton. FP jest potaczony z jedng nicig B -harmonijki potaczonej z krotsza
helisa . Razem tworzg strukture przypominajaca spinke do wloséw, a struktury B i o
polaczone sa polaczone sa 17-aminokwasowa petla miedzyhelikalng, kluczowa dla
mechanizmu fuzji blon. Domena zakotwiczajaca w btonie (MAS, ang. membrane anchor
subdomain) znajduje si¢ jedynie na podjednostce HA2. Gtéwnym elementem tej domeny
jest potrojna helisa a (ang. coiled-coil) (reszty 185-204), ktorej konce rozchodza si¢ pod
katem okoto 60° wzgledem siebie. Sze$¢ ostatnich reszt oraz jedenascie koncowych
aminokwasoéw HA2 znajdujacych si¢ po stronie cytoplazmatycznej nie zostato szczegdétowo
scharakteryzowanych [76,78].

Poczatkowo biatko hemaglutyniny wystepuje w formie nieaktywnego prekursora
HAO, ktéry musi zosta¢ poddany proteolitycznemu cigciu, aby uzyska¢ forme¢ zdolng
do zaj$cia zmian konformacyjnych i inicjacji fuzji bton. Poniewaz wirus grypy typu A

nie posiada wlasnych enzymow proteolitycznych, prekursor musi zosta¢ przecigty
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przez enzymy komorki gospodarza na wspomniane wczesniej podjednostki HA1 oraz HA2.
Dopiero po zajéciu tego procesu IAV jest w stanie infekowa¢ kolejne komorki. Cigcie
po reszcie argininy lub w rzadszych przypadkach lizyny prowadzi do odstoni¢cia na koncu
N HA2 peptydu fuzyjnego ztozonego z kilkunastu aminokwasow. W strukturze prekursora
HAO peptyd fuzyjny zostaje ukryty wewnatrz trimeru i nie pelni swojej funkcji. Dopiero
aktywacja HA przy niskim pH wewnatrz endosomu jest warunkiem uruchomienia
mechanizmu fuzji bton. Po zajéciu tego procesu hemaglutynina jest w stanie zmieni¢ swoja
konformacje¢ i zblizy¢ do siebie btony wirusa i endosomu [76, 78]. Rodzaj specyficznej
proteazy zdolnej do przecigcia wigzania peptydowego w prekursorze hemaglutyniny HAO
zalezy od sekwencji aminokwasowej wystepujacej w miegjscu cigcia. Typowe sezonowe
szczepy ludzkie wirusa grypy oraz AIV o niskiej zjadliwosci, tj. LPAI, charakteryzuja si¢
miejscem cigcia w miejscu jednozasadowym zawierajacym pojedyncza reszte zasadowa, np.
argining. Wirusy te zawierajag motyw sekwencyjny P3-P3” w miejscu cigcia Q/E-S/T-R | G-
L-F [43][Tabela 5]. HA tych wirusow moze by¢ cigta jedynie przez proteazy
trypsynopodobne (ang. trypsin like proteases), wystepujace w okreslonych tkankach, np.
nabtonku oddechowym. Badania wykazaly, Ze to przezbtonowe proteazy serynowe typu II
(TTSPs, ang. Type II Transmembrane Serine Proteases) sa kluczowe dla wigkszosci
podtypow IAVs, a jedna z nich, tj. TMPRSS2, jest kluczowym enzymem dokonujacym
aktywacji niemal wszystkich podtypéw HA wirusa grypy typu A z jednozasadowym
miejscem cigcia w przypadku ludzkich i mysich komdrek nabtonkowych drég oddechowych
[74]. Jednoczes$nie inna proteaza nalezaca do TTSPs, tj. HAT (ang. human airway trypsin-
like protease, inacze] T MPRSS11D), rowniez jest zdolna do przecigcia wigzania w
jednozasadowym miejscu sekwencji IAV HA [79]. W przypadku niektérych szczepow H3
wirusa grypy, HA moze by¢ proteolitycznie aktywowana przez inne proteazy komorkowe,
takie jak TMPRSS4. Rowniez inne proteazy serynowe nalezace do TTSPs, takie jak DESCI,
TMPRSS11A 1 MSPL (znana réwniez jako TMPRSS13), moga cig¢ proteolitycznie
hemaglutyning [AV. [69, 70].

Z kolei wysoce zjadliwe wirusy AIV z podtypéw HS lub H7 charakteryzuja si¢
wystgpowaniem wielozasadowego miejsca cigcia hemaglutyniny. W tym przypadku cigcie
proteolityczne odbywa si¢ z udziatem furyny wystgpujacej w praktycznie wszystkich
komorkach organizmu. Cigcie moze odbywac si¢ w miejscu R-X-R/K-R | G-L-F lub R-X-X-
R|G-L-F, gdzie X oznacza aminokwas niezasadowy w miejscu cigcia proteolitycznego,

a symbol | wskazuje doktadne miejsce cigcia [Tabela 5].Skutkuje to zdolnoscia do replikacji
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w wielu narzadach i powodowaniem choroby o ci¢zkim przebiegu. Dlatego tez HPAI

np. szczepy H5N1) moga wywoltaé pomor drobiu, ze Smiertelnoscia siegajaca 100% [80].
(np py ) moga wy p , 3 siggajaca [80]

Miejsce Rozpoznawana i
Wirus Bialko ’Aktywator’ Zroédlo
ciecia sekwencja
SARS-
Spike | S1/S2 TNSPRRAR|SV Furyna [138]
CoV-2
SARS- )
Spike S2 KPSKR |SF TMPRSS2 [139]
CoV-2
SARS- TMPRSS2,
Spike | S1/S2 TNSRR|SV [140]
CoV-1 Katepsyny
MERS- )
Spike | S1/S2 RSVR|[SV Furyna [141]
CoV
TMPRSS2,
IAV HIN1 | HAO | HA12 IPSIQSR|GL [142]
HAT
TMPRSS2,
IAV H3N2 | HAO | HA12 KQTR|GL [142]
HAT
HPAI
— HAO | HA1/2 | PQREKRRRR |GLF Furyna [142]

Tabela 5. Sekwencje aminokwasowe migjsc cigcia biatek wirusowych przez proteazy komorkowe.

4.7 Bialko kolca (S) SARS-CoV-2

Biatka kolca w postaci trimeréw, wystajace z blony wirusowej, nadaja czasteczce wirusowej
charakterystycznego wygladu korony. Biatko S SARS-CoV-2, tak samo jako biatka S SARS-
CoV 1 HCoV-NL63, jest bialkiem wigzacym z receptorem gospodarza i odpowiadajacym za
proces wnikania do wnetrza komorki. Odnotowano wysoki poziom podobienstwa
strukturalnego oraz sekwencyjnego w poréwnaniu do biatka kolca SARC-CoV-1 (majg
bardzo podobng budowe¢ domeny RBD) oraz prawie 76% podobienstwo na poziomie
sekwencji aminokwasow. Ze wzgledu na swoje wtasciwosci, biatko kolca stanowi gtéwny
cel w rozwoju szczepionek, przeciwciat monoklonalnych oraz przeciwciat neutralizujacych.
Biatko kolca jest biatkiem przezblonowym typu I, ktére wystepuje w postaci homotrimeru,
zbudowanym z 1273 aminokwasow. W jego strukturze mozna wyrdzni¢ dwie podjednostki:

S1 oraz S2 [Ryc. 9].
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Podjednostka S1 znajduje si¢ na odcinku N-koncowym, na zewnatrz komorki,
tworzac wierzchotek trimeru przypominajacy glowe (ang. head region). Sklada sig
z sekwencji sygnatowej, domeny N-koncowej (NTD, ang. N terminal domain) oraz domeny
C-koncowej (CTD, ang. C-terminal domain) zawierajacej domeng wigzaca receptor (RBD,
ang. receptor binding domain).

Natomiast podjednostka S2 znajduje si¢ blizej karboksylowego konca -COOH,
tworzy trzon biatka taczacy podjednostke S1 z resztag wirusa. Zbudowana jest z peptydu
fuzyjnego posredniczacego w fuzji blony, nastepujacych po nim dwoch sekwencji
powtdrzonych heptapeptydow 1 1 2 (HR1, ang. heptad repeat 1,1 HR2, ang. heptad repeat
2) chronigcych centralnie potozong helis¢ (CH, ang. central helix) oraz domene tacznikowa
(CD, ang. connector domain). Domena CD stanowi cze$¢ domeny przezbtonowej (TM,
ang. transmembrane domain), ktora przechodzi przez bton¢ wirusa i jg tam zakotwicza.
Wewnatrz wirionu wystepuje jeszcze odcinek uczestniczacy w procesach wewnatrz wirionu,
jest to krotka endodomena ogona (ang. short viral endodomain tail).

Biatko kolca jest silnie glikolizowane, co pozwala na utrzymanie domeny RBD
w konformacji przedfuzyjnej. Glikozylacja obejmuje przede wszystkim N-glikolizacje¢
w miejscach zawierajacych sekwencje konsensusowa Asn-X-Ser/Thr, gdzie X to dowolny
aminokwas (oprécz proliny). Zidentyfikowano 22 miejsca, w ktorych dochodzi
do N-glikozylacji w biatku S, do najwazniejszych zalicza si¢ N331 1 N343 w poblizu domeny
RBD. Natomiast O-glikozylacja zachodzi w regionie S1/S2, gtéwnie w miejscach Thr678
1Ser686, ktore sg istotne dla stabilizacji konformacji przedfuzyjnej. Struktury cukrowe
przytaczane do tych miejsc to gtownie kompleksowe N-glikany typu oligomannozowego
(Man5-9GIcNAc2), glikany typu hybrydowego z rozgalezionymi strukturami i sialowane
glikany terminalne zawierajace kwas sialowy. Heterogenno$¢ glikozylacji SARS-CoV-2
wplywa na stabilno$¢ konformacyjna bialtka S oraz jego zdolno$¢ do rozpoznawania
receptora ACE2, co moze przektadac si¢ na zakazno$¢ wirusa [67].

Biatka S koronawirus6w sg przecinane w specyficznych miejscach sekwencji przez
proteazy komorkowe gospodarza. Cigcie odbywa si¢ w miejscu S1/S2, pomigdzy
aminokwasami 685-686 1 zachodzi jeszcze w komorkach produkujacych nowe wiriony,
oraz w miejscu S2’°, migdzy aminokwasami 815-816 podczas infekcji po zwigzaniu wirusa
z receptorem ACE2, co nastepnie umozliwia fuzje¢ membran oraz wnikni¢cie do wnetrza
komorki. Miejsce cigeia S2° znajduje si¢ pomigdzy koncem regionu helikalnego a FP

w podjednostce S2.
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Rycina 9. Organizacja domen biatka kolca SARS-CoV-2 i jego cechy strukturalne. A) schematyczne
przedstawienie domen biatka S: NTD, podjednostki S1 i S2, RBD, migjsca cigcia przez furyng
i miejsce S2°. B) i C) trojwymiarowe struktury biatka S w konformacji zamknigtej (closed) 1 otwartej
(open). D) Bialko S w konformacji otwartej z zaznaczeniem lokalizacji domeny NTD, S2 i receptora
ACE2. E) i F) lokalizacja waznych funkcjonalnie regionow takich jak miejsce ciecia przez furyng
i domena wiazaca receptor RBD [75].

W odréznieniu od SARS-CoV-1, w przypadku SARS-CoV-2 dochodzi do cigcia
proteolitycznego przez furyng, w miejscu poliaminokwasowej sekwencji S1/S2. Kluczowa
réznica migdzy wirusami polega na tym, ze SARS-CoV-2 posiada unikalny motyw
na granicy domen S1/S2, ktorego nie ma w SARS-CoV-1. Ta sekwencja poliaminokwasowa
jest rozpoznawana przez furyne, co umozliwia preaktywacje biatka S jeszcze w komorkach,
w ktérych dochodzi do produkcji czastek wirusowych.

SARS-CoV-1 nie posiada tego miejsca 1 wymaga aktywacji przez inne proteazy
dopiero podczas infekcji, co stanowi istotng r6znice w mechanizmie wnikania i patogenezie
obu wirusow. Jest to specyficzny uklad aminokwaséw w bialtku, ktéry zawiera kilka
zasadowych reszt aminokwasowych (arginina, lizyna) 1 jest celem dla enzymu. Typowa
sekwencja furynowa ma posta¢ R-X-[R/K]-R| (gdzie "R" to arginina, "K" to lizyna, "X"
to dowolny aminokwas, a " |" oznacza miejsce cigcia przez furyng¢) [Tabela 5]. Sekwencje te
zwykle znajduja si¢ w biatkach wirusowych 1 biatkach gospodarza, a cigcie przez furyne
aktywuje je, umozliwiajac pehienie funkcji biologicznych. W biatku kolca SARS-CoV-2
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miejsce cigcia przez furyng ma sekwencje¢ PRes2RAR | SessV 1 zawiera dodatkowg argining
(R), co sprawia, ze furyna skuteczniej rozpoznaje i rozcina biatko S. Furyna jest enzymem
powigzanym z aparatem Golgiego, ktory dokonuje cigcia biatka kolca w miejscu S1/S2
podczas dojrzewania wirusa i sktadania czastek wirusowych lub transportu szlakiem
sekrecyjnym, zanim wirion opusci zakazong komorke. Utatwia réwniez proces fuzji otoczki
wirusa z btong komorki gospodarza, poniewaz wczesniejsze rozcigcie biatka kolca sprawia,
ze jest ono gotowe do aktywacji na powierzchni btony komorkowej, jednak nie jest
wystarczajace do inicjacji fuzji. Ostatecznie obecnos¢ dodatkowej argininy w miejscu S1/S2
sprawia, ze SARS-CoV-2 jest bardziej zakazny niz SARS-CoV-1. Podobne miejsca cigcia
wystepuja roéwniez u mniej patogennych hCoV-HKU1" i hCoV-OC-43 [56].

Cigcie w miejscu S2° biatka S SARS-CoV-2 umozliwia odstonigcie peptydu
fuzyjnego w domenie S2 i jest niezbedne dla przebiegu fuzji otoczki wirusa z btong komorki
gospodarza podczas procesu wnikania. Cigcie proteolityczne moze zajs¢ w wyniku
interakcji S1 z receptorem ACE2, gdy miejsce S2’ zostaje odstonigte. W miejscu S2°
dochodzi do cigcia gltownie z udzialem proteazy serynowej TMPRSS2 lub tez
w specyficznych przypadkach w endosomach z udziatem proteazy cysteinowej Katepsyny
B lub Katepsyny L. Cho¢ TMPRSS?2 jest najlepiej scharakteryzowang proteaza w kontekscie
infekcji koronawirusami, badania wykazaly, ze rowniez inne proteazy z tej rodziny moga
uczestniczy¢ w proteolitycznej aktywacji biatka S. Przezbtonowe proteazy serynowe typu
II, takie jak TMPRSS4, TMPRSS11A, HAT (ang. human airway trypsin-like protease),
matryptaza (ang. matriptase), hepsyna (ang. hepsin) oraz MSPL (ang. mosaic serine protease
large form, TMPRSS13), takze odgrywaja role w tym procesie. TMPRSS4, ktorej ekspresja
zachodzi w komorkach nabtonka jelitowego, ma zdolnos$¢ aktywacji biatka S SARS-CoV-2,
co moze ttumaczy¢ objawy zotadkowo-jelitowe u pacjentow z COVID-19 [68]. HAT, obecna
w gornych drogach oddechowych, efektywnie tnie biatko S MERS-CoV, co moze $wiadczy¢
o jej udziale w infekcjach drog oddechowych. TMPRSS11A oraz MSPL rowniez wykazuja
zdolnos¢ do aktywacji biatka kolca koronawirusow, co potwierdzono w badaniach in vitro
[69, 70]. Matryptaza, ktorej ekspresja zachodzi w plucach, jelitach i nerkach, moze
aktywowa¢ biatko S SARS-CoV-2, co wskazuje jej potencjalng rol¢ w zakazeniach tych
narzadow. Hepsyna, obecna w watrobie, nerkach i prostacie, moze uczestniczy¢ w aktywacji
biatka S, cho¢ z mniejszg wydajnoscig niz TMPRSS2. Réznorodnos¢ proteaz serynowych
aktywujacych biatko kolca sugeruje, ze wirusy moga wykorzystywac alternatywne
mechanizmy wnikania do komoérek gospodarza w zaleznosci od ich wystgpowania

w roznych tkankach [71, 72].
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Biatko kolca SARS-CoV-2 jest struktura wysoce dynamiczng. W stanie
przedfuzyjnym biatko S jest metastabilne i jego utozenie oscyluje pomigedzy dwoma
konformacjami, w ktorych domena RBD moze wystgpowaé w stanie otwartym
lub zamknietym. Domena RBD zbudowana jest z rdzeniowego podregionu o bogatej
strukturze B-harmonijki oraz wysunigtej petli biatkowej okreslanej jako motyw wiazacy
receptor (RBM, ang. receptor binding motif). Aby doszlo do zwigzania si¢ biatka S
z receptorem, musi ono przyja¢ wiasciwg konformacje. W konformacji zamknigtej trimeru
wszystkie domeny RBD sg opuszczone i niedostepne dla receptora. Konformacja otwarta
umozliwia wigzanie z ACE2 poprzez odchylenie si¢ do gory jednej lub dwoch domen RBD.
RBM wchodzi w bezposrednig interakcje z ACE2 poprzez dopasowanie si¢ ksztattem
z domeng katalityczng ACE2. Analizy krystalograficzne i cryo-EM wykazaty, ze kompleks
RBD SARS-CoV-2 z ACE2 stabilizowany jest wieloma oddziatywaniami. W wyniku tych
badan zidentyfikowano tez kilkanascie aminokwasow RBD istotnych dla wigzania
(m.in. reszty w RBM, takie jak GIn493, Asn501 czy Lys417) oraz odpowiadajace im miejsca
wigzace na ACE2. Zmienno$¢ tych aminokwas6w moze powodowaé wigksze
powinowactwo RBD do ACE2, co wplywa na wigkszy poziom zakaznoS$ci szczepow.
Przyktadem takiej mutacji jest N501Y obecna w wariantach Alfa, Beta i Gamma SARS-
CoV-2 [73]. Zmiana konformacji biatka S SARS-CoV-2 jest wieloetapowym procesem
molekularnym. Zwigzanie si¢ domeny RBD w konformacji otwartej nie wystarczy
do wniknigcia wirusa. Biatko S musi zosta¢ proteolitycznie aktywowane poprzez proteazy
gospodarza.

Aktywacja proteolityczna prowadzi do cigcia w miejscu S2° gtdéwnie przez proteaze
TMPRSS2 na powierzchni komorki lub katepsyny w ensodomach. Dzigki wezesniejszemu
cigciu w miejscu S1/S2, podczas przylaczania wirusa do komorki mozliwe jest
eksponowanie peptydu fuzyjnego oraz jego insercj¢ do blony komoérkowej gospodarza.
Cigcie w miejscu S1/S2 powoduje rozdzielenie podjednostek S1 i1 S2, ktére pozostajg
niekowalencyjnie zwigzane. Ciecie w miejscu S2° jest krytyczne dla tego procesu
iumozliwia proteolityczne odcigcie fragmentu S2 poprzedzajacego peptyd fuzyjny.
Nastepnie uwolniony peptyd fuzyjny jest zdolny do wnikniecia w blone komarki gospodarza
[74]. Trzy helisy HR1 prostujg si¢ i tworzg dtugi trojskretny rdzen, ktory wystaje na zewnatrz
wirusa 1 jest polaczony z btong komorki przez peptyd fuzyjny na koncu. Nastgpnie segmenty
HR2 kazdej podjednostki S2 przeorientowuja si¢ 1 zaginaja z powrotem w kierunku centrum.
Prowadzi to do ulozenia si¢ w rowkach pomigdzy helisami HR1 i utworzenia stabilnego

sze$ciohelikalnego pgczka fuzyjnego.
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Ta sekwencja zdarzen prowadzi do dalszych zmian konformacyjnych podjednostki
S2. Trimer tworzacy podjednostke S2 przechodzi z formy prefuzji do formy postfuzji,
powodujac zblizenie si¢ btony wirusa z btong komorki. W wyniku tych zmian tworzy si¢ por

fuzyjny, przez ktory material genetyczny wirusa dostaje si¢ do wnetrza komorki [75].

4.8 Bialko TMPRSS2

TMPRSS?2 jest enzymem proteolitycznym z rodziny przezblonowych proteaz serynowych
typu II. Zbudowany jest z 492 aminokwasow, cze$¢ N-koncowa zakotwiczona jest w btonie
komorkowej, natomiast domena o aktywnos$ci proteazy trypsynopodobnej znajduje si¢
na zewnatrz komoérki [81]. Poszczegdlne domeny o okre§lonych funkcjach ulozone sa
linearnie od N- do C-konca biatka. Domena cytoplazmatyczna znajduje si¢ na odcinku
N-koncowym znajdujacym si¢ wewnatrz komorki. Obejmuje on aminokwasy 1-82, tworzac
krotki segment, niezawierajacy zdefiniowanych strukturalnie domen globularnych [82].
Kolejno w pozycji aminokwasowej 83-106 wystepuje hydrofobowa domena przezbtonowa
kotwiczaca biatko w blonie komdrkowe;j. Jest to pojedynczy odcinek typu helisy a i nie peini
on bezposrednio roli w aktywnosci enzymatycznej. Jednoczes$nie determinuje lokalizacje
proteazy na powierzchni komorki. Po zewnetrznej stronie btony znajduje si¢ tacznik
zewnatrzkomorkowy, tzw. stem, do ktorego przylegaja kolejne domeny. Region trzonowy
stem tworza dwie domeny: domena receptora LDL klasy A (LDLRA, 113-148)
odpowiadajaca za wigzanie jonOw wapnia, znajdujaca si¢ w miejscu sekwencji, oraz domena
SRCR (ang. scavenger receptor cysteine-rich) obejmujaca aminokwasy w pozycji 149-242.
Domena LDLRA jest bogata w cysteiny 1 reszty kwasowe. Motyw LDLRA w sekwencji
TMPRSS2 jest zachowawczy i zawiera reszty wigzace Ca®* oraz trzy mostki siarczkowe
petnigc role stabilizujaca konformacje domeny. Pomimo, ze funkcja tej domeny nie jest
w pelni poznana, wprowadzone mutacje w jej sekwencji sugeruja, ze odgrywa roleg
w uzyskaniu peilnej aktywnosci enzymatycznej. Domena SRCR ma wielkos¢ 94
aminokwasow 1 zawiera 6 zachowawczych cystein tworzacych wewnetrzne mostki
dwusiarczkowe stabilizujace jej strukture. Prawdopodobnie domena ta dziata jako modut
oddziatywan biatko-biatko, a badania wskazuja, Ze moze modulowa¢ aktywno$é
proteolityczng. Eksperymentalne usuniecie tej domeny powoduje zmniejszenie
efektywnosci cigcia substratow [83]. Postuluje si¢ rowniez, ze domena SRCR moze
uczestniczy¢ w wigzaniu specyficznych ligandow lub substratow na powierzchni komorki,
a takze w rozpoznaniu i przytrzymywaniu czasteczek blisko miejsca katalitycznego. SRCR

potencjalnie wptywa na zdolnos¢ TMPRSS2 do aktywacji wiruséw 1 zwieksza wydajnos¢
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cigcia proteolitycznego. Domena proteazowa z rodziny S1 wystepuje w pozycji
aminokwasowej 255-492 znajdujacej si¢ w C-koncowej czgéci zewnatrzkomorkowe;.
Zbudowana jest z 238 aminokwasow, a struktura tréjwymiarowa jest homologiczna
do pokrewnych proteaz oraz trypsyny. Zwigzane jest to z wystepowaniem globularnego
faldu z dwoma antyrownolegltymi B-barytkami i kilkoma helisami oraz z kieszenia wigzaca
substrat. Sekwencja TMPRSS2 zawiera konserwatywne motywy katalityczne w domenie
proteazowej, ktore sg charakterystyczne dla biatek z rodziny proteaz serynowych. Istotng
role w tym motywie odgrywa centrum aktywne tworzone przez triade katalityczng His296,
Asp345 1 Ser441. Odpowiada to za aktywno$¢ enzymatyczng biatka, gdzie histydyna
i asparginian powoduja aktywacj¢ seryny, co nastepnie umozliwia atak nukleofilowy
na wigzanie peptydowe substratu. TMPRSS2 efektywnie przecina wigzania peptydowe
wystepujace w bialkach wirusowych, np. w miejscu S1/S2 biatka kolca koronawirusa.
Wynika to z preferencyjnego rozpoznawania sekwencji w ktérych wystepuje tuz przed
miejscem ciecia zasadowy aminokwas w pozycji P1, np. lizyna lub arginina.

TMPRSS2 wystepuje pierwotnie w formie nieaktywnego zymogenu, ktorego
autoproteoliza zachodzi prawdopodobnie w aparacie Golgiego lub na powierzchni komorek.
W procesie mogg bra¢ udziat inne proteazy pomocnicze oraz substraty wystepujace lokalnie
w wysokim st¢zeniu. Cigcie autokatalityczne zachodzi na granicy miedzy domeng SRCR
a domeng proteazowa w biatku. Miejsce cigcia wystepuje w pozycji R255]1256, po reszcie
Arg255 [83]. W efekcie nastepuje odlagczenie N-terminalnego peptydu proenzymatycznego
1 powstaje aktywna forma enzymu z N-koncem rozpoczynajacym si¢ od [le256. Uwolniony
N-koniec jest zdolny do wzigcia udziatu w oddziatywaniach wewnatrz domeny, stabilizujac
centrum aktywne, analogicznie do trypsyny. W tej domenie wystepuja rowniez liczne mostki
dwusiarczkowe. Domena Kkatalityczna jest potaczona mostkiem dwusiarczkowym
z fragmentem proliny, dlatego po cigciu autokatalitycznym obie czg$ci pozostaja potaczone,
a sama proteaza w aktywnej formie pozostaje zwigzana z btong komodrkows.
W specyficznych warunkach moze doj$¢ do uwolnienia fragmentu katalitycznego
do srodowiska zewnatrzkomorkowgo 1 powstania formy wydzielonej proteazy [83]. Formy
btonowa oraz wydzielona biatka TMPRSS2 sa enzymatycznie funkcjonalne.

Gen kodujacy TMPRSS2 u ludzi umiejscowiony jest w 21 chromosomie, tworzy go
14 eksonow i 13 intronow. W regionie 5 UTR genu TMPRSS2 znajduje si¢ element
odpowiedzi na androgeny (ang. androgen response element, ARE), dlatego postuluje sig,
ze transkrypcja moze by¢ regulowana przez hormony androgenowe [84]. TMPRSS2 moze

wystepowa¢ w postaci dwoch izoform, ktére rdéznig si¢ dlugoscia ogona
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cytoplazmatycznego. Alternatywne skladanie transkryptu 7MPRSS2 mRNA moze
prowadzi¢ do powstania izoformy dtuzszej 037 aminokwasow. Izoforma 1 oraz izoforma 2
TMPRSS?2 sg produkowane w komorkach, ktore stanowig cel dla wielu wirusow i odgrywaja
role w ich aktywacji. Zaobserwowano niewielkie réznice w lokalizacji komodrkowe;j
oraz mechanizmach aktywacji autokatalitycznej tych izoform, co moze mieé¢ wpltyw
na skuteczno$¢ zastosowanych inhibitoréw proteaz w potencjalnej terapii [71]. Ekspresja
proteazy TMPRSS2 u ludzi wystepuje w roéznych narzadach i tkankach, gltownie
na powierzchni komorek nablonkowych dréog oddechowych, komoérek przewodu
pokarmowego oraz gruczotu krokowego. Zaobserwowano réwniez ekspresje w komorkach
watroby, nerek, trzustki, grasicy i gruczoldw slinowych.

Obecnie badania nad TMPRSS2 skupiaja si¢ na jej roli w infekcjach wirusowych,
jednakze peilni ona w organizmie pewne funkcje fizjologiczne, takie jak trawienie
konkretnych biatek gospodarza. Postuluje si¢, ze TMPRSS2 moze regulowaé czynno$¢
nabtonkowego kanatu sodowego ENaC (ang. epithelial sodium channel) w phucach poprzez
cigcie proteolityczne podjednostek ENaC. Prowadzi to do zwigkszenia przeptywu jonoéw
1 utrzymuje prawidlowy poziom nawodnienia powierzchni drég oddechowych. Proteaza
moze tez oddziatywaé z receptorem aktywowanym proteazg typu 2 (PAR-2), ktory jest
zaangazowany w odpowiedz zapalng. Dzigki aktywnosci proteolitycznej TMPRSS2
mozliwa jest aktywacja glikoprotein wirusowych poprzez ich specyficzne cigcie,
co warunkuje wejscie wirusa do komorki. Wirusy wykorzystujace TMPRSS2 do wnikania
to m.in. wirusy grypy typu A, wirusy paragrypy,, niektére metapneumowirusy, a takze
koronawirusy, np. sezonowy HCoV-229E, MERS-CoV, SARS-CoV-1 oraz SARS-CoV-2.
W przypadku koronawirusow TMPRSS2 dokonuje aktywacji biatka kolca. Proteaza
dokonuje cigcia proteolitycznego w miejscu S2’ biatka kolca, co odstania peptyd fuzyjny
1umozliwia wnikanie do komorki. Biatko TMPRSS2 wykazuje rowniez oddziatywania
wzgledem innego biatka powierzchniowego komorki gospodarza biatka ACE2. W tym
przypadku ACE2 pelni role kofaktora lub stabilizatora TMPRSS2. Powoduje ono
zwigkszenie efektywnos$ci proteolizy biatek fuzyjnych wirusa poprzez wytworzenie
kompleksu z TMPRSS2. W obecnosci ACE2 TMPRSS2 wydajnie tnie substrat,
np. hemaglutyning wirusa grypy. Natomiast knockdown ACE2 prowadzil do ostabienia
efektywnosci procesu proteolizy prowadzonej przez TMPRSS2. Interakcja pomigdzy
dwoma biatkami wymaga aktywnej formy TMPRSS2 oraz domeny Kkatalitycznej
wystepujacej na ACE2, co sugeruje, ze wigza si¢ one w poblizu miejsca aktywnego proteazy

[86].
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4.9 Strategie przeciwwirusowe nakierowane na RNA/DNA

W terapii przeciwwirusowe] najczesciej stosowane sg leki oparte na oddziatywaniu
potencjalnych inhibitorow z biatkami wirusowymi. Jest to mozliwe glownie dzigki
intensywnym badaniom krystalograficznym bialek wirusowych, pozwalajagcym pozna¢ ich
strukture tréjwymiarowa. Jednoczesnie dalszy rozwoj tej dziedziny byt zapewniony przez
rozwoj technologii cryo-EM oraz modelowania 3D i przewidywania komputerowego [87].
Coraz popularniejszy sposob projektowania strategii przeciwwirusowych stanowi natomiast
oddziatywanie na wirusowe badz komorkowe RNA 1 DNA.

Zastosowanie roznorodnych strategii antysensowych moze doprowadzié¢
do skutecznego hamowania replikacji dowolnego wirusa, pod warunkiem posiadania wiedzy
na temat jego sekwencji nukleotydowej. Istotne jest, aby uzyskany efekt hamujacy nie
wplywal negatywnie na pozostate procesy zachodzace w komorce [88]. Wykorzystanie
istniejgcych narzedzi molekularnych takich jak oligonukleotydy antysensowe (ASO), male
interferujace RNA (siRNAs), mikro RNA (miRNAs) czy katalityczne kwasy nukleinowe
pozwala na skuteczne wyciszenie ekspresji gendw, ktore prowadzi do znaczacego

zmniejszenia namnazania si¢ wirusa i ma dziatanie wirostatyczne.

Oligonukleotydy antysensowe

Oligonukleotydy antysensowe sa syntetycznymi czasteczkami jednoniciowego DNA
lub RNA, komplementarnymi do docelowego mRNA lub vRNA, ktérych hybrydyzacja
przebiega wedtug kanonicznego parowania si¢ wigzaniami Wastson-Crick. Dtugos¢ ASO
zazwyczaj wynosi okoto 20 nukleotydow. Dzigki specyficznemu oddzialywaniu z docelowa
sekwencja mozliwa jest inhibicja ekspresji genow. Wystepuje kilka odmiennych
mechanizmow wyciszenia ekspresji, w zaleznosci od sktadu chemicznego oligonukleotydu
oraz miejsca hybrydyzacji [89]. W przypadku powstania dupleksu ASO-mRNA,
a doktadniej hybrydy DNA-RNA, dochodzi do aktywacji RNAzy H, ktora prowadzi
do degradacji mRNA. Innym mechanizmem jest rOwniez zawada steryczna wystgpujaca
po zwigzaniu ASO z sekwencja docelowa, ktora indukuje zatrzymanie translacji, zakloca
dojrzewanie mRNA poprzez hamowanie splicingu lub destabilizuje pre-mRNA w jadrze,
powodujac obnizenie ekspresji biatka docelowego [91]. Ze wzgledu na dynamiczng
strukture drugorzedowa 1 trzeciorzegdowa RNA, a takze mozliwos¢ potencjalnego
wystgpowania biatek w miejscu wigzania, projektowanie skutecznych ASO jest

skomplikowane [90]. Pierwszym lekiem ASO zatwierdzonym w terapii przez FDA
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byl fomivirsen (vitravene), uzywany w terapii oséb z infekcja cytomegalowirusem (CMV).
Jest on 21 nukleotydowym DNA, komplementarnym do sekwencji w regionie kodujagcym
wczesne biatko IE2 (ang. immediate early 2 protein) wirusa CMYV, prowadzac
do zablokowania jego translacji i w konsekwencji zapobiegajacym namnazaniu si¢ wirusa
w organizmie [91]. Natomiast w leczeniu infekcji wirusem HIV wykorzystano aptamery,
ktéore w odpowiednich warunkach tworza struktury przestrzenne G-kwadrupleksow.
ISIS5320 oddziatywat na biatko Gpl20, ktére jest glikoproteing znajdujacg sie
na zewnetrznej powierzchni wirionu odpowiadajgcg za wnikanie wirusa HIV do komorki
gospodarza. Powstaty z aptameru G-kwadruplex powodowat zahamowanie adsorpcji wirusa
i fuzje z blong komodrkowa [92]. ASO z powodzeniem sg réwniez wykorzystywane
w inhibicji AV poprzez celowanie w struktur¢ drugorzgdowa genomu IAV. Na podstawie
zaproponowanej struktury drugorzedowej oOsmego segmentu IAV zaprojektowano
modyfikowane 2’o-metylo ASO z LNA, ktére znaczaco obnizylo miano [AV [134].
W innym badaniu, ASO nakierowane na segment pigty IAV spowodowaty obnizenie si¢

miana wirusa o 90% [135].

Male interferujace czasteczki RNA (siRNA)

Mechanizm dziatania siRNA polega na cigciu przez endonukleaze DICER dhlugiej
dwuniciowej czasteczki RNA do postaci 20-25 nukleotydowych duplekséw RNA zwanych
siRNA. Nastgpnie jedna z nici, najczg$ciej antysensowa, zostaje wbudowana
do wyciszajacego kompleksu biatkowego zwanego RISC (ang. RNA-induced silencing
complex). Wilaczona ni¢ RNA doprowadza kompleks RISC do zlokalizowania
komplementarnej sekwencji czasteczki RNA, ktora nastgpnie przylacza i1 przecina.
Uszkodzona czasteczka RNA zostaje nastgpnie szybko zdegradowana przez komodrkowe
nukleazy, podczas gdy kompleks RISC moze dalej funkcjonowac, degradujac kolejne
komplementarne czasteczki [93]. Mechanizm dziatania wykorzystywany przez mate
interferujgce czasteczki RNA (siRNA) jest starym ewolucyjnie procesem, dzigki ktoremu
ro$liny i inne organizmy eukariotyczne chronily si¢ przed wirusami. Mechanizm ten nalezy
do ogotu procesow postranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genéw i odgrywa bardzo
wazng role w prawidtowym funkcjonowaniu komorki i catego organizmu. Nieprawidlowy
przebieg lub inhibicja tego procesu powoduje szereg niekorzystnych zmian w organizmie.
Indukowany RNAi stanowi obron¢ przed wirusami, a takze ochron¢ genomu przed
transpozonami oraz wspoluczestniczy w regulacji ontogenezy [94]. Proces indukowane;j

degradacji mRNA przez siRNA mozna wykorzysta¢ rowniez do inihibicji replikacji
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wirusOw, w tym np. wirusow grypy. Ze wzgledu na swoja wysoka specyficznosé
oraz selektywno$¢ w wyciszaniu ekspresji genoéw, interferencja RNA jest szeroko badana
w zwalczaniu infekcji wirusami grypy [95]. Udowodniono, ze syntetyczne siRNA moga
specyficznie wyciszy¢ wirusowe mRNA, tym samym zatrzymujac replikacje na wielu
ptaszczyznach. Zespot Qing Ge [96] doprowadzil do inhibicji replikacji wirusa grypy
w testowanych liniach komoérkowych oraz kurzych embrionach, wykorzystujac specificzne
siRNA, ktore indukowaty mechanizm interferencji RNA przez bezposrednig degradacje
mRNA wirusa oraz niebezposrednig inhibicj¢ transkrypcji. Zaobserwowano kumulujacy si¢
efekt wyciszenia nie tylko dla mRNA bialek NP oraz PA, ale takze dla ich sekwencji w cRNA
oraz VRNA[96]. Przeciwko SARS-CoV-2 opracowano rowniez szereg specyficznych siRNA
skierowanych przeciwko konserwatywnym regionom genomu SARS-CoV-2, obejmujacym
m.in. RdRp, helikaz¢ oraz sekwencj¢ 5'UTR. Najskuteczniejsze czasteczki wykazywaty
ponad 90% redukcje replikacji wirusa w warunkach in vitro. Zastosowano rowniez
nowatorski system enkapsulacji siRNA w liposomowe nanoczastki, ktére powodowaty

obnizenie miana wirusa u zakazonych myszy transgenicznych K18-hACE2 [158].

MikroRNA

Inng strategia przeciwwirusowa, wykorzystujaca interferencje RNA s3 czasteczki
mikroRNA. Jest to grupa niekodujacych czasteczek RNA o dlugosci 20-25 nukleotydow,
ktore reguluja ekspresje gendw, sygnalizacj¢ wewnatrzkomorkowa 1 $rodowisko
komorkowe. Czasteczki miRNA tacza si¢ komplementarnie z 3°-UTR sekwencji mRNA,
prowadzac do jej degradacji badz hamujac translacje, a wiec dzialajg jak potranskrypcyjne
regulatory ekspresji [97]. Zaobserwowano réwniez wystepowanie niekanonicznych
interakcji miRNA-mRNA, w ktorych braly udzial 5’-UTR lub sekwencje kodujace
docelowych gendéw. Dane zgromadzone w bazie miRBase22 wskazuja, Ze obecnie istnieje
2000 opisanych ludzkich miRNA. Przypuszcza si¢, ze mogg regulowac¢ ponad 60% ludzkich
genow kodujacych biatka. Rozne czasteczki miRNA mogg istotnie oddzialywac na sie¢
wzajemnych interakcji pomig¢dzy gospodarzem a patogenem i przede wszystkim sa
zaangazowane w odpowiedZ przeciwwirusowa. Moga réwniez bezposrednio oddziatywaé
na czgsteczki wirusa. Sama infekcja stanowi wazny czynnik wptywajacy na zréznicowang
ekspresje miRNA [95]. Wirusy mogg wykorzystywa¢ mechanizmy RNAi dla replikacji
wlasnego materiatu genetycznego. Dodatkowo s3 w stanie kodowaé wilasne biatka
lub czasteczki RNA, ktére moga hamowac istniejace szlaki RNAi badz tez prowokowac

wyciszenie specyficznych genéw komorek gospodarza. Oprocz naturalnych mechanizméw
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przeciwwirusowych wynikajagcych z mechanizméw RNAi wystepujacych w komorce,
indukowana interferencja RNA stanowi atrakcyjne podejscie terapeutyczne do walki
z ludzkimi wirusami [98]. Zbadano znaczenie miRNA-485 w regulacji odpowiedzi
immunologicznej 1 ograniczeniu replikacji wirusa grypy. Udowodniono, ze inhibicja
ekspresji miRNA-485 powodowata zmniejszenie si¢ namnazania wirusa grypy podtypu
H5N1 w komoérkach ssaczych, poprzez brak efektu hamujacego odpowiedz
immunologiczng.  Dodatkowo  czasteczki miRNA-485 mogg przylacza¢  sie
do konserwatywnych rejonow w genie PB1 wirusa grypy i bezposrednio hamowacé jego

namnazanie [99].

Technologia CRISPR/Cas

Technologia CRISPR/Cas to technika edytowania genomu wykorzystujaca system CRISPR
(ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats) oraz enzym Cas (ang.
CRISPR-associated protein). Technika ta zostata pierwszy raz opisana w 2005 roku [100].
Mechanizm dzialania opiera si¢ o naturalnie wyst¢pujace mechanizmy odpornosciowe
obecne w bakteriach i skierowany jest przeciwko bakteriofagom i infekcjom plazmidowym.
Dzigki istnieniu tej naturalnej cechy, stanowi potencjalnie warto§ciowy system do tworzenia
terapii przeciwwirusowych.

W zaleznos$ci od liczby komponentdw 1 mechanizmu dziatania, system mozemy
podzieli¢ na klase 1 1 klas¢ 2. Klase 1 tworzy wiele podjednostek kompleksoéw biatkowych,
natomiast klasa 2 sktada si¢ z pojedynczych biatek efektorowych i obejmuje nukleaze Cas.
Jest ona zwigzana z crRNA, ktory umozliwia rozszczepienie docelowego
komplementarnego DNA lub RNA. Dzigki modyfikacjom sekwencji crRNA, mozliwe jest
specyficzne dostosowanie celu DNA/RNA i modulowanie systemem.

System CRISPR/Cas jest uniwersalny i jednocze$nie wysoce specyficzny, moze
znalez¢ szerokie zastosowanie we wspoOtczesnej nauce 1 medycynie. Stanowi rowniez
potencjalne narzedzie w walce z infekcjami wirusowymi. Dzigki wykorzystaniu wtasciwosci
nukleaz, mozliwe jest celowanie w DNA/RNA nie tylko wirusa, ale rowniez w genom
gospodarza w celu posredniej walki z infekcja [101]. Nukleaza Cas9 jest obecnie
szczegotowo scharakteryzowana, jednakze nukleazy Casl3 i1 Casl2 réwniez zyskuja
zainteresowanie naukowcow ze wzgledu na ich wtasciwosci przeciwwirusowe. Cas9 i1 Cas
12 moga oddziatywaé¢ z dsDNA czynnikow komorkowych gospodarza. Natomiast Cas13

moze bezposrednio celowaé w wirusy RNA.
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System CRISPR/Casl3 zostat wykorzystany do inaktywacji wirusa dengi
w ludzkich liniach komérkowych. Czasteczki crRNA nakierowane byty na roézne regiony
genomowego RNA wirusa dengi, powodujac delecje i1 insercje w regionach bliskich NS3,
prowadzac do inhibicji wirusa. Sugeruje to, ze NS3-crRNA moze hamowac replikacje
wirusa dengi bezposrednio przez region NS3 i posrednio przez zakldcanie innych
mechanizméw replikacji [102]. System CRISPR/Cas9 wykorzystano w hamowaniu
replikacji wirusa grypy typu A poprzez nakierowanie na czynniki komdrkowe gospodarza
zaangazowane w procesie wnikania wirusa do komorki. Wykorzystano calogenomowy test
przesiewowy (ang. genome wide CRISPR knockout GeCKO screen test) do identyfikacji
transportera kwasu sialowego CMP (SLC35A1) wykorzystywanego przez IAV. Badania
potwierdzity, ze wyciszenie ekspresji genu SLC35A1 spowodowato brak kwasu sialowego
na powierzchni komorki, co uniemozliwito infekcje IAV. Znaczace obnizenie miana

wirusOw zaobserwowano w przypadku wiruséw grypy podtypu H5SN1, HINT i H3N2 [103].
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5. Cel pracy

Infekcje drog oddechowych naleza do jednych z najczestszych powodow zachorowan
1 $mierci na §wiecie, wsrod ktorych prym wiodg wirusami grypy typu A oraz SARS-CoV-2.
Dodatkowo niedawna pandemia COVID-19 oraz potencjalne przyszie epidemie/pandemie
wywotane nowo pojawiajagcymi si¢ wirusami, unaocznity konieczno$¢ nieustannego
poszukiwania nowych, skutecznych strategii przeciwwirusowych. Klasyczne leki
przeciwwirusowe, nakierowane na biatka wirusowe czg¢sto tracg skutecznos¢ ze wzgledu na
szybkie zmiany genetyczne zachodzace w genomie wirusow. Z tego powodu wazne jest
poszukiwanie zwigzkdéw przeciwwirusowych nakierowanych na komorki gospodarza,
niezbednych do prawidtowego przebiegu cyklu replikacyjnego wirusa.

Celem pracy doktorskiej bylo opracowanie réznych strategii przeciwwirusowych
opartych o hamowanie procesu wnikania wirusow do wnetrza komorki na przyktadzie
wirusa grypy typu A i SARS-CoV-2.

Podstawa niniejszej pracy doktorskiej sg trzy oryginalne publikacje naukowe,
z ktorych kazda przedstawia odmienng, nowatorska metod¢ hamowania wnikania wirusow
do komorki gospodarza:

1. okreslenie  wilasciwosci  przeciwwirusowych  koniugatow  molekularnych
kannabidiolu (CBD) i niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ) przeciwko
nowo pojawiajacym si¢ koronawirusom o potencjale pandemicznym oraz wirusowi
grypy typu A,

2. opracowanie metody hamowania wnikania SARS-CoV-2 do wnetrza komorki oraz
replikacji IAV za pomoca ASO specyficznych dla mRNA TMPRSS2,

3. zbadanie aktywnos$ci przeciwwirusowych koniugatow erlotynibu z wybranymi
ugrupowaniami organometalicznymi poprzez niebezposrednig inhibicj¢ aktywnosci

proteolitycznej) TMPRSS2.
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6. Omowienie publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej

6.1 Novel Molecular Consortia of Cannabidiol with Nonsteroidal Anti-Inflammatory
Drugs Inhibit Emerging Coronaviruses’ Entry

Anna Pawelczyk*, Rafal Nowak*, Monika Gazecka, Anna Jelinska, Lucjusz Zaprutko,
Pawet Zmora.

,Pathogens” 2023, 12, 951.

* - autorzy rownorzedni

Uzyskiwanie nowych substancji, potencjalnie aktywnych przeciwwirusowo poprzez
tworzenie koniugatow lekow przeciwwirusowych i przeciwzapalnych stanowi nowe,
innowacyjne podej$cie w nowoczesnej chemii medycznej. L.aczenie substancji o znanych
wlasciwos$ciach, zwlaszcza pochodzenia naturalnego o udowodnionym dziataniu, jak
kannabidiol (CBD), wzbudza szczeg6lne zainteresowanie i moze skutkowac stworzeniem
zwigzkow o zupelnie nowych wiasciwos$ciach i1 zastosowaniu. Strategia ta moze prowadzi¢
do zwigkszenia rozpuszczalno$ci, biodostepnosci oraz stabilnosci chemicznej
i metabolicznej. Takie podej$cie moze réwniez zmniejszy¢ toksyczno$¢ poszczegodlnych
zwigzkow wchodzacych w sktad koniugatu molekularnego, a takze ograniczaé potencjalne
skutki uboczne substancji wykorzystywanych osobno.

CBD jest sktadnikiem aktywnym Cannabis sativa, nieposiadajacym wlasciwosci
psychoaktywnych, uzyskiwanym z konopi. W terapii COVID-19 udowodniono, ze CBD
wspomaga redukcje poziomu cytokin i1 regeneracj¢ uszkodzonych tkanek pluc. Ekstrakty
zawierajace CBD moga rowniez wplywaé na regulacje aktywnosci receptorow
komoérkowych wiasciwych dla SARS-CoV-2, np. ACE2. Z kolei niesteroidowe leki
przeciwzapalne (NLPZ), np. ibuprofen, ketoprofen 1 naproksen, znalazly zastosowanie
w terapii wielu schorzen 1 chorob wirusowych, tagodzac ich objawy. Dziatajg
przeciwbolowo, przeciwgoraczkowo oraz przeciwzapalnie poprzez hamowanie enzymu
cyklooksygenazy COX.

Celem badan bylo okreslenie witasciwosci przeciwwirusowych koniugatow
molekularnych CBD 1 NLPZ przeciwko nowo pojawiajagcym si¢ koronawirusom
o potencjale pandemicznym.

Synteza oraz wstgpna charakterystyka konsorcjow molekularnych CBD-NLPZ
zostala przeprowadzona przez zesp6ot dr hab Anny Pawetczyk z Katedry 1 Zaktadu Chemii

Organicznej Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu.
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Zsyntetyzowano trzy konsorcja CBD-NLPZ poprzez chemiczne potaczenie czasteczki CBD
z wybranymi NLPZ (ibuprofenem, ketoprofenem i naproksenem) za pomocg wigzania
estrowego. Reakcje przeprowadzono metodg estryfikacji Steglicha z uzyciem
dicykloheksylokarbodiimidu (DCC) i DMAP jako katalizatora, uzyskujac trzy hybrydowe
zwigzki: CBD-ibuprofen (CBD-I), CBD-ketoprofen (CBD-K) oraz CBD-naproksen
(CBD-N)

Aktywno$¢ przeciwwirusowa zostata okreslona w warunkach in vitro,
z wykorzystaniem nast¢pujacych linii komorkowych: HEK293T, A549 i Vero-TMPRSS2.
Szczepem wirusa grypy typu A wykorzystywanym w eksperymentach wirusowych byt
A/Puerto Rico/8/34 (HIN1). Wptyw zwiazkow na replikacje wirusa zbadano, wykorzystujac
RT-gqPCR do okreslenia liczby kopii RNA IAV. W badaniach nad wnikaniem koronawirusow
wykorzystano pseudotypy wirusa pecherzykowego =zapalenia jamy ustnej (VSV)
zawierajagce biatka S SARS-CoV-1 i SARS-CoV-2. Dzigki wystepowaniu w kodzie
genetycznym VSV genu reporterowego lucyferazy byto mozliwe zaobserwowanie obnizenia
poziomu luminescencji, ktéry odpowiada poziomowi hamowania wnikania wirusa

Koniugaty molekularne CBD-NLPZ okazaly si¢ nietoksyczne dla komorek
w badanym zakresie stezen. Zwiagzki CBD-NLPZ wykazywaly dziatanie przeciwwirusowe
w stosunku do koronawiruséw w wigkszym stopniu niz CBD, natomiast nie zaobserwowano
obnizenia poziomu replikacji AV w komorkach oraz zmian w ekspresji biatek wirusowych.
W przypadku SARS-CoV-1 zaobserwowano, ze CBD-naproksen powodowal ponad
10-krotne obnizenie poziomu wnikania wirusa do komorek. Natomiast SARS-CoV-2 okazat
si¢ wrazliwy na CBD-ibuprofen 1 CBD-naproksen. Zaobserwowano ponad 10-krotne
obnizenie wnikania wirusa do komorek przy najnizszej zastosowanej dawce, co sugeruje
wysoki  potencjat przeciwwirusowy tego zwigzku. W testach komodrkowych
CBD-ketoprofen nie wykazat znaczacego efektu obnizania aktywno$ci lucyferazy
w zadnym z zastosowanych stezen. Dodatkowo, zaden z uzytych koniugatow CBD-NLPZ
nie hamowat wnikania wirusa VSV-G, wykorzystywanego jako kontrola. Podsumowujac,
uzyskane wyniki pokazuja, ze CBD-ibuprofen i CBD-naproksen moga potencjalnie
stanowi¢ nowe leki przeciwwirusowe. CBD-naproksen stosowany w niskich dawkach moze
ograniczy¢ potencjalne skutki uboczne.

Jednoczesnie ze wzgledu na opisane wczesniej inhibicje replikacji [AV
przez naproksen, zbadane dzialanie przeciwwirusowe tego konsorcjum molekularnego.

Badania wykazatly, Ze CBD-naproksen nie spowodowat obnizenia si¢ liczby kopii wirusa,
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a wiec nie wykazaty efektu inhibitorowego replikacji wirusa grypy. Wyniki te wskazuja, ze
potaczenie NLPZ z CBD moze prowadzi¢ do utraty ich aktywnosci.

Konieczne jest dalsze badanie otrzymanych zwigzkow z wykorzystaniem innych
modeli in vitro oraz w modelach in vivo. Wyniki badan sugeruja, ze konsorcja molekularne
CBD z NLPZ moga w przysziosci skutecznie zwalcza¢ infekcje SARS-CoV-2, a takze

tagodzi¢ wywotane procesy zapalne.
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6.2 TMPRSS2-specific antisense oligonucleotides inhibit host cell entry of emerging
viruses

Rafal Nowak, Monika Gazecka, Marus Hoffmann, Ryszard Kierzek, Stefan Pohlmann,
Pawet Zmora.

L Virology”, 2024, 600, 110218.

Nowo pojawiajgce si¢ wirusy, takie jak wirusy grypy typu A oraz drugi koronawirus
ciezkiego ostrego zespolu oddechowego (SARS-CoV-2), stanowig zagrozenie dla zdrowia
ludzi i zwierzat. Obecnie dostgpne sg zwiazki przeciwwirusowe skutecznie hamujace
namnazanie si¢ wirusa grypy typu A takie jak inhibitory neuraminidazy: oseltamivir,
zanamivir 1 peramivir oraz inihbitor wirusowej polimerazy RNA baloksawir marboxylat.
Rowniez w przypadku SARS-CoV-2, Europejska Agencja ds. Lekow dopuscita do uzytku
zwiazki, bedace analogami nukleozydow: remdesivir i molnupiravir, oraz inhibitor biatka
Mpro nirmatrelvir. Leki te hamujg aktywnos$¢ biatek wirusowych, jednak ze wzgledu na duza
zmienno$¢ genetyczng wirusoOw, moga one szybko traci¢ skutecznos¢. Szacuje sig, iz obecnie
wszystkie szczepy IAV wykazuja oporno$¢ na amantadyn¢/rymantydyne, zwiazki hamujace
aktywnos$¢ biatka M2 TAV, ktore zostaty dopuszczone do uzytku jako leki przeciwko grypie
pod koniec XX wieku. Réwniez w przypadku inhibitorow neuraminidazy obserwuje si¢
wzrastajacy odsetek szczepéw opornych IAV, co wymusza poszukiwanie nowych,
skutecznych zwigzkow przeciwwirusowych.

Stosunkowo  nowatorskim  podejSciem  jest  opracowywanie  strategii
przeciwwirusowych opartych na hamowaniu interakcji migdzy wirusem 1 komorka
gospodarza. Celem takich terapii moga by¢ specyficzne czynniki komérkowe — biatka
odpowiedzialne za procesowanie i wilasciwy rozwdj wirusa, jednoczesnie niebedace
niezbednymi dla komdrkowego przezycia. Poniewaz komorki gospodarza sa mniej podatne
na mutacje niz bialka wirusowe, takie podejscie terapeutyczne zmniejsza ryzyko
wyksztalcenia si¢ opornosci. Takim czynnikiem komorkowym jest TMPRSS2, biatko
powierzchniowe komoérek gospodarza odpowiedzialnych za aktywacje proenzymow oraz
regulacje homeostazy. Proteaza ta odpowiada rowniez za proces cigcia proteolitycznego
biatek powierzchniowych wirusow oddechowych, w tym hemaglutyniny (HA) wirusa grypy
typu A i B oraz biatka kolca koronawirusow przezigbieniowych, SARS-CoV-1, SARS-CoV-
2 MERS-CoV. Poniewaz inhibitory TMPRSS?2 takie jak kamostat, nafamostat i aprotynina
posiadaja szerokie spektrum oddziatywania i nie sg specyficzne jedynie dla TMPRSS2,
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sktania to do poszukiwan zwigzkow aktywnych o wigkszym poziomie specyficznosci,
np. TMPRSS2-specyficzne oligonukleotydy antysensowe (ASO).

Celem badan byto okreslenie struktury drugorzedowej sekwencji kodujagcej mRNA
TMPRSS2, zaprojektowanie na podstawie struktury TMPRSS2-specyficznych ASO, oraz
okreslenie ich zdolno$ci do hamowania procesu wnikania wiruséw do komoérek SARS-CoV-
2 oraz replikacji IAV.

Scharakteryzowano strukturg drugorzgdowa matrycowego RNA (mRNA) sekwencji
kodujacej TMPRSS?2 in vitro z wykorzystaniem metody chemicznego mapowania RNA
(RNA SHAPE) i modyfikacji odczynnikiem NMIA. Na podstawie zaproponowanej
struktury zaprojektowano ASO nacelowane na jednoniciowe sekwencje mRNA TMPRSS?2.
W badaniach komorkowych uzyto linii Calu-3, Caco-2 oraz Vero-TMPRSS2. Szczepem
wirusa grypy typu A, ktérym postuzono si¢ w eksperymentach wirusowych, byt A/Puerto
Rico/8/34 (HIN1). W badaniach nad wnikaniem koronawirusow wykorzystano pseudotypy
wirusa pecherzykowego zapalenia jamy ustnej (VSV), ktore zawierajg biatka S SARS-CoV-
1 1 SARS-CoV-2. Wszystkie ASO byty 2°O-metylowanymi RNA, niektore z nich zawieraly
dodatkowa modyfikacje w postaci pojedynczych LNA (ang. locked nucleic acid). Liczbg
kopii RNA TAV w supernatantach mierzono metoda qRT-PCR. Natomiast wnikanie
pseudowirusa SARS-CoV-2 okreslano dzigki pomiarom aktywnos$ci lucyferazy
w komorkach. Dodatkowo, z wykorzystaniem metody qRT-PCR mierzono poziom mRNA
TMPRSS2 w komorkach po zastosowaniu ASO, aby potwierdzi¢ skuteczno$¢ wyciszenia
genu.

Badania wykazaly, ze struktura drugorzedowa mRNA sekwencji kodujacej
TMPRSS2 jest wysoce ustrukturyzowana in vitro, z licznymi motywami spinki do wlosow
oraz wewnetrznymi wybrzuszeniami. Na tej postawie zaprojektowano dziewig¢ ASO:
RN29, RN33, RN34, RN37, RN39, RN40, RN41, RN43, RN44RN45. TMPRSS2-
specyficzne oligonukleotydy nie wywolaty efektu cytotoksycznego wobec linii
komoérkowych Vero-TMPRSS2, Caco-2, Calu-3. Nastepnie przetestowano wpltyw
zaprojektowanych TMPRSS2 specyficznych ASO na namnazanie si¢ wirusa grypy typu A
w  komoérkach Vero-TMPRSS2, Caco-2, Calu-3. Siedem ASO doprowadzito
do zahamowania namnazania si¢ wirusa grypy typu A w komoérkach Vero-TMPRSS2. ASO
RN29 spowodowat ponad 10-krotne obnizenie ilosci wirusa grypy typu A. W przypadku linii
komorkowej Caco-2, pie¢ testowanych ASO spowodowato znaczace 5- do 10-krotne
obnizenie si¢ miana wirusa. Z kolei w badanej linii komoérkowej Calu-3 wszystkie testowane

ASO doprowadzily do istotnego statystycznie zmniejszenia si¢ miana wirusa grypy typu A.

62



Zbadano rowniez wptyw ASO na wnikanie pseudowirusa SARS-CoV-2 do komorek
i wykazano, ze 7 z 10 ASO spowodowato znaczace obnizenie poziomu wnikania do
komoéorek VERO-TMPRSS2. W przypadku linii Caco-2 wszystkie testowane ASO
spowodowaty znaczace statycznie obnizenie poziomu wnikania pseudowirusa do komorek.
Dodatkowo, zaden z oligonukleotydow nie hamowat wnikania wirusa VSV-G
wykorzystywanego jako kontrola, potwierdzajac, ze obserwowany efekt jest specyficzny dla
mechanizmu wnikania SARS-CoV-2.

Ze wzgledu na fakt, ze ASO mogg prowadzi¢ do degradacji RNA w procesie no-go
decay, zbadano rowniez poziom ekspresji TMPRSS2 po zastosowaniu specyficznych ASO.
Zaobserwowano, ze wszystkie przetestowane ASO powodujace obnizenie si¢ miana wirusa,
spowodowaty rowniez obnizenie si¢ poziomu ekspresji TMPRSS2. Zaprojektowane ASO
przytaczaja si¢ do miejsc jednoniciowych w strukturze drugorzegdowej mRNA, przez co
stanowig przeszkodg¢ dla rybosomow, zatrzymujac translacje biatka. Zatrzymanie rybosomu
na nici mRNA stanowi sygnat do rozpoczecia procesu degradacji tego mRNA w procesie
no-go decay.

Wyniki badan dowodza, Zze specyficzne ASO nakierowane na sekwencje mRNA
TMPRSS2 moga ograniczy¢ zakazenie wirusami uktadu oddechowego poprzez mechanizm
blokowania wejscia do komoérek gospodarza. Potwierdzono zasadno$¢ badania TMPRSS2
jako potencjalnego celu terapeutycznego, a zahamowanie ekspresji konkretnego genu
gospodarza moze mie¢ szerokie dziatanie przeciwwirusowe — jednocze$nie przeciwko IAV

oraz SARS-CoV-2.
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6.3 Organometallic—Erlotinib Conjugates Active against Lung Cancer Cells and as
Emerging Virus Entry Inhibitors

Przemystaw Bieganski*, Monika Gazecka*, Rafal Nowak, Aleksander Gorski, Natalia
Dutkiewicz, Danie Fabio Kawano, Pawel Zmora*, Konrad Kowalski*

»Organometallics” 2024, 43, 2505-2519

* - rdbwnorzedni wspotautorzy

Modyfikowanie istniejacych lekéw np. zwigzkdw przeciwnowotworowych, poprzez
dodawanie reszt organometalicznych, stanowi innowacj¢ w projektowaniu lekow. Takze
w kontek$cie tworzenia lekdw przeciwwirusowych jest to nowatorskie podejscie.
Tradycyjne strategie przeciwwirusowe koncentrujg si¢ na bezposrednim oddziatywaniu na
biatka wirusowe. Jednakze ze wzgledu na wysoka zmienno$¢ genetyczng wiruséw, coraz
wigksze zainteresowanie budzi podejscie polegajace na hamowaniu biatek komoérkowych
odpowiedzialnych za replikacj¢ wirusa. Koronawirusy rowniez wykorzystuja szlaki
sygnatowe 1 czynniki gospodarza w swoim cyklu replikacyjnym. Nowoczesne podejscie
w projektowaniu lekow identyfikuje kluczowe biatka komodrkowe gospodarza,
ktore posrednicza w replikacji wirusa. Jednym z czynnikdéw, ktory zwraca uwage badaczy,
jest receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR). Jest to przezblonowy receptor
o aktywnosci tyrozynowej, ktory reguluje wiele proceséw komorkowych, takich jak
proliferacja, roznicowanie, migracja oraz odpowiedz na stres komérkowy. Dane pokazuja,
ze EGFR moze posrednio wspiera¢ wnikanie wirusa poprzez regulacj¢ dynamiki btony
komorkowej, endocytozy lub utatwianie sygnatow fuzji blonowej. Dodatkowo aktywacja
szlaku EGFR moze wspiera¢ przezycie zakazonych komorek, co sprzyja replikacji wirusa.
Erlotynib jest drobnoczasteczkowym inhibitorem kinazy tyrozynowej EGFR
zatwierdzonym w leczeniu niektorych nowotworow, takich jak niedrobnokomorkowy rak
phuca. Erlotynib hamuje aktywacj¢ EGFR poprzez wigzanie si¢ z miejscem wigzania ATP
w domenie kinazowej, co prowadzi do =zablokowania przekazywania sygnatéw
komorkowych. Erlotynib byt rowniez badany jako potencjalny lek przeciwko SARS-CoV-
2. Wirtualne badania przesiewowe oraz symulacje dokowania molekularnego wskazywaty
na potencjalne wtasciwosci inhibitorowe wirusowego biatka 3CLpro. Jednakze w testach
z wykorzystaniem modeli komoérkowych erlotynib nie hamowat replikacji wirusa, a jego
ograniczong skuteczno$¢ dowiedziono w polaczeniu z suntinibem.

Celem badan byla synteza szeregu koniugatow erlotynibu z wybranymi

ugrupowaniami organometalicznymi, zbadanie ich aktywnosci przeciwnowotworowej
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1 wlasciwosci przeciwwirusowych przeciwko IAV oraz SARS-CoV-2, oraz identyfikacja
potencjalnego mechanizmu aktywnos$ci przeciwwirusowe;.

Zespot prof. Konrada Kowalskiego z Katedry Chemii Organicznej Uniwersytetu
Lodzkiego przeprowadzit synteze metaloorganicznych koniugatéw erlotynibu, w tym
koniugatow ferrocenylowych (zwiazki 3, 4, i 8), rutenocenylowych (zwiazki 5 i 6) oraz
koniugatow opartych o wykorzystanie renu (zwigzki 9 1 10) z wykorzystaniem reakcji click
chemistry.

W badaniach komoérkowych wykorzystano linie komorkowe HEK293T, MDCK,
A549 Calu-3. Zbadano wptyw przeciwwirusowy wybranych zwigzkéw na proces replikacji
wirusa grypy typu A/Puerto Rico/8/34 (HINI1), nastepnie ilos¢ wirusa okreslono
z wykorzystaniem testu immunofluorescencji FOCI. Zbadano réwniez wptyw zwiazkoéw na
hamowanie wnikania SARS-CoV-2 1 SARS-CoV-1 do komoérek z wykorzystaniem
pseudotypow VSV zawierajacych biatka S SARS-CoV-1 i SARS-CoV-2 poprzez pomiar
poziomu lucyferazy reporterowej w komorkach. Dodatkowo w celu zbadania mechanizmu
blokowania, przeprowadzono analize wptywu zwigzkow na proteolityczna aktywacje biatka
S SARS-CoV-2 i1 hemaglutyniny wirusa grypy. Rezultaty eksperymentéw komorkowych
poddano analizie z wykorzystaniem techniki Westernblot.

Zsyntetyzowane zwigzki zostaly najpierw zbadane pod katem wlasciwosci
cytotoksycznych. Nastepnie nietoksyczne zwigzki metaloorganiczne 5, 9 1 10 zostaty
wykorzystane do przetestowania wlasciwosci przeciwwirusowych przeciwko wirusowi
grypy typu A, SARS-CoV-1 1 SARS-CoV-2. Jedynie koniugat rutenocenylowy 5
oraz erlotynib spowodowaly statystycznie istotne, ponad 10-krotne obnizenie poziomu
miana wirusa grypy typu A w testowanych liniach komoérkowych. Pozostate przetestowane
zwiazki 9 1 10, bedace koniugatami renu, nie wykazaty wiasciwosci inhibitorowych IAV.
Zwiazek rutenocenylowy 5 1 erlotynib spowodowaty znaczace obnizenie poziomu wnikania
koronawirusow SARS-CoV-1 1 SARS-CoV-2 do ludzkich komoérek 293T z receptorami
ACE2 i TMPRSS2. Wykazano réwniez, ze mechanizm dzialania polega na zahamowaniu
proteolitycznej aktywacji biatka kolca S. Zwiazek 5 znaczaco ograniczyt ciecie biatka S
niezbedne dla wnikania wirusa do komorki, oddzialujac z TMPRSS2 lub wplywajac
na oddziatywanie S z ACE2. W przypadku cigcia proteolitycznego hemaglutyniny przez
TMPRSS2, nie zaobserwowano efektu inhibitorowego testowanych zwigzkéw. Koniugat
rutenocenylowy 5 moze wptywaé na hamowanie zdolnosci ACE-2 do wspomagania cigcia
proteolitycznego biatka kolca przez TMPRSS2. Prawdopodobng role w oddziatywaniu

koniugatu 5 oraz receptora ACE-2 moze by¢ zaangazowany receptor EGFR.
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Wyniki wskazuja, ze modyfikacje organometaliczne klasycznych lekéw
przeciwnowotworowych moga prowadzi¢ do uzyskania nowych efektow terapeutycznych,
w tym wlasciwosci przeciwwirusowych. Rutenocenowy koniugat erlotynibu skutecznie
hamuje wnikanie wiruséw o potencjale pandemicznym, jak IAV 1 SARS-CoV-2,
do komorki. Jest to rowniez dowod, ze dodanie komponentu organometalicznego moze
nada¢ znanemu lekowi zupelnie nowe wlasciwosci przeciwwirusowe. Konieczne jest
kontynuowanie badan w celu wyjasnienia molekularnych podstaw zaobserwowanego efektu

przeciwwirusowego oraz ocena terapeutyczna zwigzkow w modelach in vivo.
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7. Dyskusja

Dotychczas opracowano wiele skutecznych zwigzkéw przeciwwirusowych. Jednak
ze wzgledu na ciggle zmiany w materiale genetycznym i ewolucje wirusow, a co za tym idzie
pojawianie si¢ nowych wariantéw wirusOw oraz potencjalne wyksztalcanie opornosci
przeciwko stosowanym lekom, proces ten musi by¢ kontynuowany, aby zapewni¢ dostep
do bardziej skutecznych 1 uniwersalnych lekow.

W ostatnich latach coraz wigksza uwage poswieca si¢ strategiom przeciwwirusowym
ukierunkowanym na inhibicj¢ aktywno$ci 1 funkcji biatek komorek gospodarza
zaangazowanych w proces replikacji wirusow (ang. host-targeting antivirals, HTAs), a nie
bezposrednio na wirusa (ang. virus-targeting antivirals, VTAs). Strategie oparte o HTAs
celujg w biatka komorki gospodarza, ktore petnig krytyczng role w cyklu replikacyjnym
wirusa, wplywaja na regulacj¢ procesdéw immunologicznych lub innych szlakow
komorkowych. Natomiast VTAs oddziatuja bezposrednio na czasteczke wirusa albo hamuja
funkcje biologiczne wirusowych bialek. Do VTAs stosowanych w leczeniu grypy mozemy
zaliczy¢ np. oseltamiwir i zanamiwir. Blokuja one miejsce aktywne neuraminidazy 1AV,
co uniemozliwia odcigcie reszt kwasu sialowego na powierzchni komorki i prowadzi
do zablokowania uwalniania si¢ nowopowstatych czasteczek wirusa z komorki. Z kolei
baloksawir marboksyl prowadzi do inhibicji wirusowej endonukleazy biorgcej udziat
w mechanizmie cap-snatching podczas syntezy mRNA, uniemozliwiajac replikacje genomu
IAV. Natomiast w terapii COVID-19 dopuszczonych do obrotu przez Europejska Agencje
ds. Lekow jest kilka lekéw, np. paxlovid, ktérego sktadnikiem jest nirmatrelwir, inhibitor
wirusowej proteazy 3CL, hamujacy potranslacyjne dojrzewanie biatek wirusa. Inne
substancje aktywne, takie jak remdesivir i molnupirawir powoduja inhibicj¢ wirusowej
polimerazy RNA przez terminacj¢ tancucha RNA w wyniku wprowadzania letalnych
mutacji do sekwencji [104].

Wsrdd licznych strategii przeciwwirusowych opierajacych si¢ o VTAs znajdujg sie
m.in. terapie oparte na kwasach nukleinowych, takie jak oligonukleotydy antysensowe
(ASO), mate interferujace RNA (siRNAs), mikro RNA (miRNAs), katalityczne kwasy
nukleinowe czy technologia CRISPR/Cas. Dodatkowo do skutecznych strategii
przeciwwirusowych zawierajacych VTAs naleza rowniez szczepionki, w tym szczepionki
mRNA, ktéorych wynalezienie zrewolucjonizowato wspotczesng medycyng i pozwolito
zakonczy¢ pandemi¢ COVID-19. Szczepionki stanowig obecnie najlepszy sposob

zapobiegania infekcjom wirusowym, a zastosowanie technologii mRNA do szybkiego
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stworzenia szczepionki przeciwko SARS-CoV-2, uwidocznito wysoki potencjat tej
technologii.

Technologia ASO moze by¢ z powodzeniem zastosowana w projektowaniu wysoce
specyficznych zwiazkow przeciwwirusowych. W tym kontekscie nalezy przytoczy¢ liczne
wyniki badan grupy prof. Elzbiety Kierzek. W swoich badaniach Pani Profesor z Zespotem
stosowali strategi¢ projektowania ASO specyficznych dla okreslonej struktury
drugorzedowej RNA genomu IAV. W badaniach opublikowanych w 2016 roku grupa
okreslita strukture drugorzedowa dsmego segmentu IAV 1 na tej podstawie zaprojektowali
modyfikowane 2’0-metylo ASO z LNA (ang. locked nucleic acid). Pi¢¢ najskuteczniejszych
ASO obnizyto miano IAV od 5 do 25 krotnie przy stezeniu 230 nM ASO [134]. W innym
badaniu ASO specyficzne dla struktury drugorzedowej segmentu piatego IAV doprowadzity
do obnizenia si¢ miana wirusa o0 90% [135]. Natomiast w badaniach opublikowanych w 2020
r. zaprojektowano siRNA specyficzne dla motywow strukturalnych RNA TAV. SiRNA
znaczaco zahamowaty replikacje 1AV in vitro, a maksymalny efekt hamujacy zostal
osiagnigty przy stezeniu 8 nM. Najlepiej dziatajace ASO hamowaty replikacje¢ IAV o okoto
90%. Dodatkowo wybrane siRNA poréwnano z ASO celujacymi w te same regiony,
co pokazato, ze skutecznos¢ zalezy zarowno od dostgpnosci celu, jak i zastosowane;j strategii
przeciwwirusowej [136].

Pomimo bardzo obiecujagcych wynikéw doswiadczeh z ASO specyficznymi
dla wirusowego genomu, obecnie VTAs s3 nakierowane gléwnie na bialka wirusowe,
co powinno ogranicza¢ ich potencjalng toksyczno$¢ wzgledem organizmu. Wiele
istniejagcych lekow VTA charakteryzuje si¢ niskim poziomem wystgpowania efektow
ubocznych, np. inhibitory neuraminidazy moga powodowaé jedynie nudnosci, nowsze
generacje lekow przeciw HIV czy HCV rowniez posiadajg wysoki profil bezpieczenstwa.
Aczkolwiek nawet leki nakierowane na biatka wirusowe moga powodowa¢ skutki uboczne,
jak np. nukleozydowe inhibitory polimerazy jak remdesiwir 1 rybawiryna. Moga one
zaburza¢ dziatanie enzymow komorkowych takich jak IMP dehydrogenaza, polimerazy
DNA i RNA, kinazy nukleozydowe oraz mitochondrialna polimeraza y, wptywajac
na metabolizm i replikacje kwaséw nukleinowych co moze powodowaé uszkodzenie
watroby lub szpiku. Baloksawir nakierowany przeciwko IAV, moze powodowac wystgpienie
reakcji alergicznej. Poniewaz jednak leki VTA nie ingerujg bezposrednio w fizjologie
komorek gospodarza, ich zastosowanie niesie ze sobg mniejsze ryzyko toksycznosci [107].
Obecnie 90% lekow przeciwwirusowych celuje bezposrednio w biatka wirusowe, natomiast

jedynie okoto 10% zatwierdzonych lekow jest nacelowanych na biatka komoérek gospodarza.
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Wynika to przede wszystkim z uwarunkowan historycznych. Sukces terapii skojarzonej
HIV/AIDS opartej na inhibitorach wirusowej polimerazy, odwrotnej transkryptazy
1integrazy zmienity oblicze epidemii HIV/AIDS, a nowoczesne leki przeciwko HCV
umozliwilty normalne funkcjonowanie ponad 95% pacjentdéw. Liczne sukcesy lekow VTA
udowodnity, Zze jest to skuteczna i oplacalna strategia w projektowaniu lekéw [108].
Dodatkowo organy regulacyjne jak Amerykanska Agencja ds. Lekow i Zywnosci (FDA,
ang. Food and Drug Agency) i EMA majg ogromne doswiadczenie w ocenie klasycznych
lekow przeciwwirusowych, poniewaz wiedzg jakie parametry nalezy oceni¢. Natomiast
charakterystyka nowych zwigzkéw hamujacych biatka komorki gospodarza nadal
przysparza wielu probleméw, a tym samym op6znia wejscie takich produktow na rynek.

Dlatego tez bardzo ciekawym rozwigzaniem moga by¢ koniugaty molekularne
zwiazkow, ktore zostaly juz scharakteryzowane i dopuszczone do obrotu, celujagce w biatka
wirusa.W swojej publikacji Novel Molecular Consortia of Cannabidiol with Nonsteroidal
Anti-Inflammatory Drugs Inhibit Emerging Coronaviruses’ Entry zbadalem wpltyw
konsorcjéw molekularnych CBD z NLPZ na wnikanie wirusa do komorek. Niektore
koniugaty wykazywaty si¢ znaczacym efektem hamujacym infekcje SARS-CoV-11 SARS-
CoV-2, jednocze$nie nie wykazujac wptywu na replikacje IAV. Konsorcja CBD—naproksen
oraz CBD-ibuprofen wykazaly silne wtasciwos$ci inhibitorowe wobec wnikania SARS-
CoV-1 1 SARS-CoV-2 do komorek, osiagajac wartosci ICso ponizej 1 pg/mL (ok. S2 pM).
Zwigzek CBD-N (ang. cannabidiol-naproxen) zredukowat efektywnos$¢ wnikania SARS-
CoV-1 ponad dziesigciokrotnie (ICso<1 pg/mL). Podobny efekt zaobserwowano
w przypadku SARS-CoV-2, gdzie zarowno CBD-N, jak i CBD-I (ang. cannabidiol-
ibuprofen) istotnie ograniczaly wnikanie wirusa, wykazujac aktywno$¢ w zakresie
submikromolarnym (ICso<1 pg/mL). Zwigzki CBD-1 oraz CBD-N s3 slabszymi
inhibitorami o rzad wielkosci od nafamostatu oraz nieznacznie stabszym od kamostatu, gdyz
dziatalty w zakresie nanomolarnym, to jednak ich skuteczno$§¢ pozostaje istotna
z perspektywy przeciwwirusowej. Jednoczesnie badania wykazaty, ze w przypadku wirusa
grypy, NLPZ tworzace konsorcja z CBD utracity swoje wilasciwosci przeciwwirusowe,
jednoczesnie zyskujac nowe wiasciwosci przeciwko koronawirusom.

Stad w projektowaniu nowych strategii przeciwwirusowych nalezy mie¢ na uwadze
skutecznos$¢ roznych grup lekow.Leki nakierowane bezposrednio na konkretne biatko wirusa
zwykle charakteryzuja si¢ wysoka skutecznoscig dziatania przeciw danemu wirusowi,
jednak dotyczy ona jedynie wirusa docelowego i rzadko sg one skuteczne przeciwko innym

typom wiruséw. Wynika to gldwnie z faktu wystgpowania unikalnych sekwencji lub struktur
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biatek, na ktére nakierowane sa VTAs. Z kolei HTAs charakteryzuja si¢ szerszym spektrum
oddziatywania przeciwwirusowego, cho¢ skuteczno$¢ moze by¢ mniejsza w poréwnaniu
z wyspecjalizowanymi VTAs. Wspomnie¢ nalezy rowniez o inhibitorach syntezy
nukleotydow jak brekwinar czy analogi kwasu mykofenolowego hamujace dehydrogenaze
monofosforanu inozyny (IMPDH, ang. inosine monophosphate dehydrogenase),
ktore wykazuja dzialanie przeciwko wielu wirusom RNA, takim jak wirusy grypy,
koronawirusy i wirusy gorgczek krwotocznych. W trakcie badan klinicznych znajduje si¢
sialidaza DAS181, ktora w badaniach z wykorzystaniem modeli zwierzecych catkowicie
chronita przed zakazeniem réznymi szczepami wirusa grypy, a w badaniach klinicznych
powodowata zmniejszenie replikacji wirusa u chorych na grype [159]. Aplidina (plitidepsin),
dzialajaca jako inhibitor eEF1A, enzymu odpowiedzialnego za translacje wirusowego
mRNA, wykazata silne dziatanie przeciwwirusowe przeciw SARS-CoV-2 w badaniach
przedklinicznych. Natomiast w [ fazie badan klinicznych u pacjentow z COVID-19
powodowata spadek ilosci wirusa i poprawe stanu zdrowia zakazonych [137]. Poszczegolne
VTAs posiadaja wysoka skuteczno$¢ przeciwko konkretnemu wirusowi, natomiast HTAs
dzialaja w szerokim spektrum, co zapewnia im potencjal wobec nowo pojawiajacych si¢
patogenéw. Odmienne strategie charakteryzuja si¢ roéwniez innym poziomem
bezpieczenstwa i toksycznos$ci dla gospodarza

Podsumowujac, strategie skupiajace si¢ na bezposrednim oddziatywaniu z wirusem
wykorzystujace VTAs, zapewniaja wysoka skuteczno$¢ 1 specyficznosé, dzigki czemu do
dzi$ stanowig podstawowy cel projektowania wspdiczesnych terapii przeciwwirusowych.
Jednakze ze wzgledu na waskie spektrum dziatania oraz wysoki poziom zmiennosci
genetycznej  wirusOw,  rosnie  zainteresowanie  strategiami  terapeutycznymi
ukierunkowanymi na komorki gospodarza wykorzystujacymi HTAs, ktére oddziatuja
posrednio na cykl replikacyjny wirusa. Strategia oparta o inhibicj¢ bialek gospodarza jest w
stanie zapewni¢ wiekszy poziom odpornosci przeciwko powstawaniu lekoopornosci,
poniewaz mutacje zachodzg tam znacznie rzadziej. Szersze spektrum dziatania lekow HTA
moze zapewni¢ przydatno$¢ w przypadku nowo pojawiajacych si¢ wirusow. Obiecujagcym
kierunkiem projektowania terapeutykow jest rdwniez zastosowanie terapii skojarzonej,
ktorej liczne dowody naukowe wskazujg na wystepowanie silnego efektu synergistycznego.
Z tego powodu to wiasnie specyficzne czynniki komoérkowe gospodarza, ktore nie sg
odpowiedzialne za niezbedne do przezycia organizmu procesy, stanowig atrakcyjny cel dla

interwencji przeciwwirusowej [109].
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Wsrod HTAs mozna wyrozni¢ kilka réoznych mechanizmoéw dziatania. Jedna ze
strategii opiera si¢ na hamowaniu wnikania wirusa do komorek, np. poprzez zablokowanie
receptorow na powierzchni komorek lub enzymow odpowiedzialnych za wnikanie wirusa
do wnetrza komorki gospodarza. Przyktadem HTA o takim mechanizmie 1 jedynym obecnie
zatwierdzonym,jest marawirok, bedacy antagonista receptora CCRS5, ktéry uniemozliwia
wnikanie HIV do komorek [105]. W konteks$cie SARS-CoV-2 i TAV analizuje si¢ potencjat
inhibitorow proteazy TMPRSS2: kamostatu 1 nafamostatu. Sg to syntetyczne inhibitory
proteaz serynowych, wigzace si¢ kowalencyjnie z reszta serynowg w centrum aktywnym
TMPRSS2, co uniemozliwia cigcie biatka wirusowego i1 prawidlowy przebieg cyklu
replikacyjnego [160]. Oba leki hamuja réwniez inne proteazy takie jak matryptaza i HAT
[161]. Jednakze wyniki badan pokazuja, ze inhibitory proteaz o szerokim spektrum dziatania
moga by¢ mato skuteczne w warunkach in vivo, poniewaz wirusy moga korzystaé
z obecnos$ci alternatywnych proteaz, a niektdre warianty wiruséw preferuja odmienne
Sciezki wejscia do komorki. Z tego powodu potrzebne sg inhibitory selektywne, ktore
celowalyby w kluczowe enzymy niezbe¢dne dla cyklu replikacyjnego wirusa [162].

Kolejnym mechanizmem, w ktérym wykazano przeciwwirusowy potencjat HTAs,
jest zaktdécanie wewnatrzkomorkowych procesow replikacyjnych wirusa poprzez celowanie
w biatka komoérkowe niezbedne do replikacji genomu. Przyktadem jest alisporwir, nalezaca
do grupy cyklosporynowych inhibitoréw cyklofiliny. Hamuja one skutecznie namnazanie
si¢ wirusa zapalenia watroby typu C(HCV, ang. hepatitis C virus) w warunkach in vitro
1bedacy obecnie w fazie testow klinicznych [163]. W badaniach nad SARS-CoV-2
wykorzystywano rowniez zwigzek brekwinar, inhibitor dehydrogenazy dihydroorotanowe;,
powodujacy obnizenie wewnatrzkomorkowego poziomu uracylu. Powodowal on inhibicje¢
replikacji wirusa, natomiast obecnie substancja ta pozostaje w fazie II testow klinicznych
[164]. W przypadku [AV, badano réwniez inhibitory eksportu jadrowego, np. eksportyny-
1/CRM1, ktore prowadzity do zatrzymania komplekséw rybonukleoproteinowych w jadrze
[165]. HTAs moga réwniez ogranicza¢ nadmierng reakcje zapalng organizmu.
Deksametazon i tocilizumab powoduja redukcje burzy cytokinowej i stanu zapalnego
w plucach, co prowadzi do poprawy funkcjonowania pluc, lepszej wymiany gazowej
1 obnizenia ryzyka ci¢zkiego przebiegu choroby [167].

Bezpieczenstwo 1 wpltyw HTAs na organizmsg bardziej skomplikowane, o czym
wspominatem powyzej, poniewaz hamowanie biatka lub szlaku komoérkowego
w organizmie pacjenta moze spowodowacé niekorzystny wplyw na zdrowe komorki.

Glownym problemem podczas projektowania nowych HTAs jest wigc toksyczno$¢ zalezna
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od celu (ang. on-target toxicity), czyli dziatan niepozadanych leku, ktére wynikaja z jego
mechanizmu dziatania [104]. Z tego wzgledu idealnym celem dla HTAs bylby czynnik
komoérkowy niezbedny dla cyklu replikacyjnego wirusa, ktérego zahamowanie aktywnosci
jednoczesnie nie wptywa negatywnie na metabolizm komorek gospodarza. Ze wzgledu na
fakt, ze wirusy wykorzystuja podstawowe procesy komorkowe jak synteza biatek,
metabolizm lipidow czy sygnaly odporno$ciowe, znalezienie odpowiedniego celu
komorkowego dla HTAs jest trudne. Przyktadowo: chlorochina i hydroksychlorochina
wptywajace na endosomy i odpowiedZz immunologiczng organizmu w badaniach in vitro
hamowaty infekcje SARS-CoV-2, natomiast u pacjentow okazaly si¢ nieskuteczne.
Powodowaty one powazne dziatania niepozadane jak zaburzenia rytmu serca poprzez wptyw
na dziatanie kanatow jonowych [107]. Wspomniana wcze$niej fludaza podczas badan
klinicznych powodowata efekty uboczne w postaci wytworzenia przeciwciat
neutralizujacych substancje aktywna, reakcji immunologicznej i miejscowych uszkodzen
drog oddechowych. Z tego powodu, przy projektowaniu HTAs bierze si¢ rowniez pod uwage
dawke i czas ekspozycji. Wptyw na wystapienie dziatan niepozadanych HTAs moga mie¢
rowniez uwarunkowania genetyczne lub chorobowe pacjentéw, np. w wyniku istnienia
polimorfizmu genu kodujacego cel terapeutyczny, jego zahamowanie moze mie¢ negatywne
skutki. Z tych wzgledow regulacje dotyczace HTAs sg bardzo wymagajace, a korzysci
terapeutyczne plynace z zastosowania muszg przewaza¢ nad potencjalnym ryzykiem dla
pacjentow [106]. Nalezy jednak podkresla¢, ze nie wszystkie HTAs o szerokim spektrum
oddzialywania maja powazne skutki niepozadane. Kamostat i nafamostat sg od wielu lat
stosowane w Japonii w przypadkach leczenia przewleklego zapalenia trzustki 1 jako
antykoagulant podczas hemodializy. Posiadaja réwniez znany profil bezpieczenstwa.
Zostaly jednak zatwierdzone i wdrozone w leczeniu w Japonii przed wprowadzeniem
globalnych standardow badan klinicznych, w tym randomizowanych badan kontrolnych.
Ponadto Japonia posiada specyficzny system dopuszczania lekow, ktory czasami pomija 111
faz¢ migdzynarodowych badan klinicznych [168]. Kamostat hamuje aktywacje enzymow
trawiennych w trzustce, natomiast nafamostat hamuje dziatanie trypsyny, trombiny,
plazminy i czynnika Xa. Przy czym, tak jak wspominatem powyzej, zar6wno kamostat, jak
1 nafamostat nie sg selektywnymi inhibitorami proteaz serynowych i hamujg aktywnos$¢
wszystkich enzymow nalezacych do tej grupy. W moich badaniach z wykorzystaniem
TMPRSS2 specyficznych ASO istotny byt fakt wysokiej specyficznosci zaprojektowanych
HTAs, pozwalajacy uniknag¢ niepozadanych skutkow ubocznych wynikajacych

z oddzialywania na inne czynniki komorkowe.
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Odmienny mechanizm dzialania HTAs komplikuje utarta $ciezke zatwierdzania
lekow. Liczne laboratoria badawcze i komercyjne posiadaja réwniez gotowe platformy
testowania przesiewowego, dostosowane do badania aktywnos$ci enzymoéw wirusowych,
co utatwia znalezienie inhibitora wirusowego w przeciwienstwie do zidentyfikowania
nowego kluczowego czynnika komorkowego. Jednoczesnie srodowisko lekarskie chetnie
sigga po leki o znanym mechanizmie dziatania, natomiast nowatorskie podejsScia oparte
o HTAs wcigz budzg obawy. Z tych wtasnie wzgledéw to VTAs wcigz dominujg w leczeniu
chorob wirusowych [147].

Wsrod HTAs wskaza¢é mozna wiele celéw dla terapii przeciwwirusowych,
ale TTSPs, w tym TMPRSS2, s3 najcickawszym obiektem do dalszych badan
oraz opracowania 1 wdrozenia skutecznej terapii przeciwwirusowej.Na podstawie szeregu
wczesniejszych badan réznych grup badawczych okresli¢ mozna kluczowe wnioski na temat
roli, jaka proteazy serynowe, w szczegdlnosci TMPRSS2 i inne pokrewne enzymy, peinia
w aktywacji wirusow., Pomimo ze TMPRSS2 jest gtownym aktywatorem biatka kolca
koronawiruséw oraz hemaglutyniny IAV, to istniejg inne proteazy serynowe z rodziny TTSP,
ktére rowniez s3 do tego zdolne. Proteazy takie jak TMPRSS4, TMPRSSI1A, DESCI1
i MSPL aktywuja IAV 1 koronawirusy, ale moga dziala¢ z ro6zng efektywnos$cia
i specyficznoscig tkankowa, np. moga wymagac specyficznych warunkéw komorkowych
lub aktywowaé wylacznie niektore podtypy wirusa. Z uwagi na istnienie w komorkach
oddechowych réwnolegtego systemu aktywacji wirusow, tzn. istnienie wigcej niz jednej
proteazy zdolnej do aktywowania wirusa, w przypadku zablokowania kluczowej proteazy
(jak TMPRSS2) inne moga przeja¢ jej funkcje. Jest to istotne z punktu widzenia
projektowania skutecznej terapii przeciwwirusowej opartej o inhibicj¢ TMPRSS2. Badania
z 2014 roku [70] udowodnity, Ze niektore podtypy HINI Iub H7N9 sa zalezne od cigcia
proteolitycznego dokonywanego przez TMPRSS2, natomiast H3N2 wykazywaty mniejsza
zalezno$¢ od tej proteazy. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze rola innych proteaz z rodziny TTSPs,
takich jak TMPRSS4, HAT czy matryptaza, pozostaje nie do konca wyjasniona i moze by¢
kompensacyjna lub specyficzna dla podtypow. W zwigzku z tym pelne zablokowanie
aktywacji wirusa grypy za pomocg jedynie inhibitora TMPRSS2 moze by¢ niewystarczajace
w przypadku niektorych szczepow. Inhibitory proteaz, takie jak kamostat 1 nafamostat, moga
ogranicza¢ replikacje wirusow, ale sa one niespecyficzne, a ich skuteczno$¢ nie zostata
potwierdzona w badaniach klinicznych, np. w leczeniu COVID-19. Sktania to do

sformutowania wniosku, ze w celu stworzenia skutecznej terapii przeciwwirusowej
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potrzebne s3 bardziej selektywne inhibitory, ktore dodatkowo lepiej penetruja tkanki
oddechowe i sg aktywne rowniez wobec izoform TMPRSS2 [71].

Strategia polegajaca na inhibicji konkretnych biatek gospodarza moze potencjalnie
wywotywa¢ niepozadane skutki i mie¢ znaczny wpltyw na homeostaze, niosgc ryzyko
zaburzen fizjologicznych. W przypadku TMPRSS2, przez dlugi czas proteaza ta nie byla
doktadnie zbadana. Jednak najnowsze doniesienia wskazuja, ze jest ona odpowiedzialna
m.in. za regulacj¢ dziatania kanatow sodowych ENaC znajdujacych si¢ w nabtonku
oddechowym 1 nerkach, co wptywa na utrzymanie prawidtowego poziomu ptynoéw [110].
Dziatanie kanatéw sodowych reguluje usuwanie ptynéw z drég oddechowych, co moze mie¢
znaczenie w przypadku ostrej niewydolno$ci oddechowej. Pomimo tego faktu, w badaniach
z wykorzystaniem transgenicznych myszy pozbawionych ekspresji TMPRSS2 nie
zaobserwowano zadnych anomalii rozwojowych ani zaburzen fizjologicznych. Myszy
rozwijaty si¢ prawidtowo, a narzady nie wykazywaly oznak uposledzenia funkcji. Istotny
byt réwniez brak wzrostu poziomu ekspresji innych, pokrewnych proteaz [111]. Moze to
sugerowaé wystgpowanie zjawiska enzymatycznej redundancji, czyli przejmowania funkcji
niektorych proteaz przez inne. Kolejng hipoteza jest brak istotnego znaczenia danego
enzymu poza sytuacjami stresowymi organizmu, np. infekcja. W przypadku stosowania
zatwierdzonego inhibitora TMPRSS2, jakim jest nafamostat, u cze$ci pacjentow
odnotowano wystepowanie hiperkaliemii, czyli podwyzszonego poziomu potasu we krwi.
Jest to zwigzane z wychwytem sodu przez kanaty ENaC 1 zostato zaobserwowane réwniez
u chorych na COVID-19 leczonych nafamostatem [112]. TMPRSS2 uczestniczy
prawdopodobnie w trawieniu bialek w przewodzie pokarmowym [113]. Odnotowano
réwniez zwigzek tej proteazy z rakiem prostaty. TMPRSS2 w meskim uktadzie rozrodczym
jest silnie regulowany przez androgeny, aczkolwiek w przypadku badan na myszach,
inhibicja tego enzymu nie wptyneta widocznie na zmiany w funkcjonowaniu gruczotu
krokowego [113].

W efekcie istnienia mechanizmu enzymatycznej redundancji wsrdd proteaz z rodziny
TTSP, a takze innych, istnieje ryzyko dostosowania si¢ wirusa do nowych warunkoéw,
w ktorych  wykorzystywana proteaza zostaje zablokowana. Analizujac ekspresje
pokrewnych proteaz w wyniku zablokowania TMPRSS2, nie zaobserwowano zwigkszenia
ich poziomu ekspresji u myszy. Mozna zatem wysnu¢ wniosek, ze nie wystepuje prosty
mechanizm powodujacy kompensacje utraconej aktywno$ci przez regulacje ekspresji genow
homologicznych, np. TMPRSS4, HAT/TMPRSSI11D [113]. SARS-CoV-2 w sytuacji braku
TMPRSS?2 moze wykorzystywac¢ do aktywacji TMPRSS4, z kolei proteaza HAT wydzielana
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w drogach oddechowych moze cig¢ hemaglutyning wirusa grypy. Dzi¢ki presji selekcyjnej,
u wirusOw moze dojs¢ do modyfikacji biatek fuzyjnych w celu zmiany preferowane;j
proteazy. Wirusy grypy ptasiej posiadajg wielobazowe miejsce cigcia HA, co umozliwia
cigcie przez inng proteaz¢ — furyne, ktéra powszechnie wystepuje w organizmie. Taka
adaptacja powoduje zwigkszenie $miertelnosci w wyniku zakazenia, ale zmniejsza
transmisyjnos$¢ wariantu, np. AIV H5N1 jest wysoce zjadliwy, ale stabo przenosi si¢ migdzy
ludzmi. Wielobazowe miejsce cigcia wykorzystywane przez furyne S1/S2 istnieje takze
w pierwotnym wariancie SARS-CoV-2, co zwigkszyto zakazno$¢ wirusa. Jednoczesnie
furyna nie jest w stanie zastagpi¢ TMPRSS2, poniewaz cigcie musi by¢ dokonane réwniez
w miejscu S2’ przez proteze tprypsynopodobng. Prawdopodobnie przy wystapieniu presji
selekcyjnej, np. w wyniku stosowania inhibitorow TMPRSS2, wirus mogltby potencjalnie
naby¢ zdolnos$ci do wykorzystywania innej proteazy, lub tez wykorzystywaé inny szlak
wnikania, np. endosomalny, co mozna byto obserwowa¢ w przypadku wariantu Omikron.
Z wigkszg skuteczno$cia wnikal on do komorki, wykorzystujac droge endosomalna,
jednocze$nie wykazujac mniejsze powinowactwo w stosunku do TMPRSS2 [114].
Skutkowato to zwigkszong zdolnos$cia do transmisji wirusa, przy lzejszych objawach
zakazenia. To dowodzi, ze pomimo duzej zdolnosci wirusow do wyksztatcania
alternatywnych mechanizmoéw wnikania do komorek, czesto wigze si¢ to z obnizeniem
wirulencji.

Obecnie prowadzi si¢ rowniez badania nad innymi drobnoczasteczkowymi
inhibitorami proteaz serynowych posiadajacych szerokie spektrum oddzialywania, jak
np. aprotynina. Jest to naturalny zwiazek otrzymywany z tkanki ptuc bydta, stosuje si¢ go
m.in. w kardiochirurgii jako $rodek przeciwzakrzepowy. Aprotynina hamuje aktywacje
trombiny bedacej receptorem PAR-1, plazminy i czynnika XII, co zmniejsza ryzyko
wystapienia zakrzepdw 1 rozsianego krzepnigcia S$rddnaczyniowego (DIC). Aktualnie
prowadzi si¢ zaawansowane badania kliniczne nad potencjalnym zastosowaniem tego
zwigzku jako leku przeciwwirusowego, np. przeciwko SARS-CoV-2 [115]. Aprotynina
hamuje cigcie biatka kolca przez blokowanie ludzkich proteaz, takich jak np. furyna,
TMPRSS2, trypsyna, uniemozliwiajac wniknigcie wirusa do komorki. Inhibitor ten
oddziatuje réwniez na uktad kallikreina-kinina (KKS), ktory aktywuje si¢ w cigzkim
przebiegu COVID-19, oraz ogranicza uwalnianie cytokin zapalnych, np. interferonu-alfa IL-
6, ekspresje czasteczek adhezyjnych na leukocytach oraz aktywno$¢ syntazy tlenku azotu
(NOS). W trzeciej fazie testoéw klinicznych przebadano 75 hospitalizowanych pacjentow

z COVID-19 i stwierdzono, ze wziewne zastosowanie aprotyniny moze stanowi¢ skuteczne
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1 bezpieczne uzupetnienie standardowe;j terapii. Poniewaz inhibitor dziata na wiele proteaz
w organizmie, a takze wykazuje dziatanie przeciwzapalne i antykoagulacyjne, moze by¢
skuteczny wobec nowo pojawiajacych si¢ wariantow wirusa. Dodatkowo nie wykazuje
powaznych dzialan niepozadanych, co czyni ten zwigzek kandydatem do dalszych badan,
réwniez przeciwko innym wirusom oddechowym [115].

Dla porownania: chlorek bromoheksyny bedacy mukolitycznym lekiem
wykrztusnym zatwierdzonym przez FDA jest rowniez znanym inhibitorem TMPRSS2,
ktorego IC50 wynosi 0,75 uM. W jednym z pilotazowych badan bromoheksyne podawano
pacjentom z umiarkowanym COVID-19, co skutkowato rzadszym rozwojem niewydolno$ci
oddechowej. Udowodniono, ze bromoheksyna moze redukowa¢ infekcje SARS-CoV-2
in vitro, osiagajac szacunkowa warto$¢ ICso rzedu ~1 uM w warunkach komodrkowych,
azatem w podobnym zakresie aktywnosci jak hybrydy CBD-NLPZ. [116]. Jednakze
ze wzgledu na matag probe badawcza i brak S$lepej kontroli, a takze ze wzgledu
na niejednoznaczne wyniki in vitro innych badan, istnieje potrzeba dalszych badan
klinicznych, by jednoznacznie oceni¢ jej skuteczno$¢ [117]. Jednak ze wzgledu na dobry
profil bezpieczenstwa i minimalne dziatania niepozadane, moze stanowi¢ ona potencjalny
srodek profilaktyczny przeciwko zakazeniom SARS-CoV-2. Ze wzgledu na wlasciwosci
inhibitorowe TMPRSS2, mozna réwniez spekulowaé, ze bromoheksyna begdzie ograniczad
takze aktywacje hemaglutyniny wirusa grypy [118]. Podobnym przyktadem zastosowania
aktualnie zatwierdzonych 1 wykorzystywanych lekow jest gabeksat mesylanu. Jest on
dostepny jako lek wykorzystywany w leczeniu zapalenia trzustki. Badania z 2015 roku [119]
wykazaty, ze zablokowanie TMPRSS2 przez gabeksat mesylatu doprowadzito
do znaczacego obnizenia si¢ miana wirusow grypy. Wartos¢ IC50 wynosita 130 nM.
W przypadku SARS-CoV-2 zastosowanie tego inhibitora nie spowodowalo obnizenia sig¢
poziomu wnikania wirusa do komorek ptuc [120].

Innym podejsciem do poszukiwania skutecznych zwigzkéw przeciwwirusowych sg
badania bibliotek zwigzkow aktywnych. W wigkszej skali odbywa sig to in silico, natomiast
w znacznie mniejszej skali zwigzki testuje si¢ z wykorzystaniem linii komorkowych.
W badaniu Fraser [121] autorzy poszukiwali nowych kowalencyjnych i niekowalencyjnych
inhibitorow TMPRSS2 z wykorzystaniem wirtualnej biblioteki z bazy ZINC zawierajace]
ponad 200 milionéw zwigzkdéw. Do stworzenia modelu struktury TMPRSS2 wykorzystano
modelowanie homologiczne na podstawie pokrewnych proteaz jak kallikreiny 1 matriptazy,
a takze dostgpnych danych na temat struktury krystalograficznej TMPRSS2. Posréd

kowalencyjnych inhibitoréw zidentyfikowano zwiazek ‘2805 zawierajacy grupe estrowa,
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ktory wykazat silne hamowanie TMPRSS2 z ICso = 120 nM. Nastepnie stworzono 6 nowych
czasteczek opartych na strukturze estrowej, z ktorych ‘156 i ‘157 wykazaty inhibicj¢ na
poziomie zblizonym do nafamostatu. Zidentyfikowano rowniez nowa klas¢ inhibitoréw
niekowalencyjnych, zwiazki 2222 i1 ‘2602 wykazywaty selektywno$¢ wobec TMPRSS2,
alCso wynosito 23-59 uM. Nowe estrowe inhibitory oraz niekowalencyjne zwigzki
aminowe moga by¢ rozwijane jako potencjalne zwigzki przeciwwirusowe. Dodatkowo
zwiazki amidowe dajg mozliwos$¢ projektowania terapii o wysokim stopniu selektywnosci
do TMPRSS2, w ktoérych ryzyko wystgpienia dziatan niepozadanych jest mniejsze [121].

Interesujacym podejsciem jest réwniez poszukiwanie zwigzkow aktywnych
dziatajacych na TMPRSS2 posrod opisanych i zatwierdzonych przez FDA zwigzkéw
chemicznych. Metoda wysokoprzepustowego przesiewania (ang. high-throughput
screening, HTS) przebadano 2560 zwigzkoéw z biblioteki Selleck L1300. Sposrod
zidentyfikowanych zwiazkow 24 zwigzki oceniono jako klinicznie istotne i finalnie wybrano
dwa, halofuginon oraz homoharringtoning. Halofuginon promuje ubikwitynacje i degradacje
TMPRSS2, dziatajac przez aktywacje¢ ligazy DCAF1 (ang. DDBI-Cul4-associated factor 1)
bedacej sktadnikiem ligazy CRL4 E3 (ang. cullin-RING ligase 4). Wykazano, ze oba leki
znaczaco obnizyly poziom RNA wirusa SARS-CoV-2 w przypadku komoérek Calu-3.
Zwiazek halofuginon moze stanowi¢ materiat do dalszych badan klinicznych ze wzgledu
na niska toksycznos¢ i znang farmakokinetyke. Dodatkowo autorzy badan zwracaja uwage
na mozliwo$¢ stosowania strategii synergii lekowej i faczenia inhibitorow TMPRSS2
z lekami blokujacymi inne proteazy lub replikacje wirusa, jak remdesivir [122].

Wiele obecnie projektowanych inhibitorow TMPTSS2 lub innych ludzkich proteaz
serynowych to peptydomimetyki (ang. peptidomimetics). Sa to syntetyczne zwigzki
organiczne, ktorych struktura przestrzenna, konformacja lub funkcja biologiczna zostaty
specyficznie zaprojektowane, aby nasladowaly naturalnie wystgpujace biatka.
Charakteryzuja si¢ one zwigkszong stabilno$cia metaboliczng, biodostepnoscia
1 selektywnoscig wobec docelowych czasteczek, takich jak enzymy, receptory lub inne
biatka ktore oddzialuja z peptydami. Shapira [123] zaprojektowali inhibitory proteaz
serynowych z rodziny TTSP, ze szczegdlnym uwzglednieniem TMPRSS2. Zaprojektowane
peptydomimetyki byly w stanie wytworzy¢ wigzania kowalencyjne z reszta serynowa
Ser441 znajdujaca si¢ w centrum aktywnym TMPRSS2, co prowadzito do nieodwracalne;j
inaktywacji enzymu w mechanizmie o wysokim powinowactwie (ang. tight-binding
inhibition). Mechanizm ten r6zni si¢ od klasycznej inhibicji odwracalnej, w ktorej inhibitor

znajduje si¢ w dynamicznej rownowadze z enzymem. Wysokie powinowactwo
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do TMPRSS?2 jest efektem oddziatywan, ktére stabilizujg inhibitor w miejscu wigzania
dzigki wystepujacym w kieszeni katalitycznej aminokwasom Asp435, Gly462, Gly464,
GIn438. W przedstawionym badaniu zwigzek N-0385 powodowal najwigkszy poziom
obnizenia aktywnos$ci TMPRSS2, gdzie IC50 wyniosto 1.9 nM. Skutecznie zahamowat on
replikacje SARS-CoV-2 oraz wariantéw alarmowych VOCs (ang. variants of concern;
Alpha, Beta, Gamma, Delta) w badaniu in vitro z wykorzystaniem ludzkich komorek
Calu-3 oraz organoidow okr¢znicy. Testowany zwigzek N-0385 stanowi potencjalnie
skuteczny lek przeciwwirusowy o szerokim spektrum dzialania. Jego zastosowanie mogtoby
stanowi¢ rowniez forme terapii wspomagajacej szczepienia. Moglby rowniez by¢ uznawany
za $rodek przeznaczony dla osob niezaszczepionych z grup ryzyka badz w przypadku
wystepowania kontaktoéw wysokiego ryzyka [123].

W swojej pracy Mahoney 1 wsp. [ 124] zaprojektowali peptydomimetyczne inhibitory
TMPRSS2 zawierajace ketobenzotiazolowy C-koniec. Z biblioteki zwigzkéw wybrano
cztery zwiazki wykazujace niskie wartosci IC50 250-340 pM wzgledem TMPRSS2.
Co istotne zwiazki te wykazywaly réwniez selektywnos$¢ w stosunku do innych proteaz,
takich jak aktywator czynnika wzrostu hepatocytow (ang. hepatocyte growth factor
activator, HGFA), hepsyna 1 matryptaza. Wedlug autorow publikacji najbardziej
obiecujacym kandydatem do dalszych badan jest zwigzek MM3122, ktory skutecznie
zablokowat wnikanie SARS-CoV-2 do komoérek Calu-3 przy EC50 wynoszacym 0,43 nM,
natomiast jego IC50 wyniosto 340 pM. Bardzo istotny jest rowniez fakt, ze MM3122 byt
aktywny wobec MERS-CoV, co sugeruje, ze potencjat przeciwwirusowy tego zwigzku
obejmuje réwniez inne wirusy wykorzystujace TMPRSS2 [124]. Inhibitory kowalencyjne
jak kamostat 1 nafamostat sa inhibitorami pseudo-odwracalnymi, tzn. acyluja one seryne
proteazy, ale powstaly kompleks moze ulec powolnej deacylacji. Natomiast niektore
peptydomimetyki moga tworzy¢ bardziej trwale wigzania, co moze prowadzié
do dlugotrwatego zablokowania aktywnosci TMPRSS2, a wigc by¢ korzystne
z perspektywy zastosowania profilaktycznego.

Jedna z kluczowych kwestii w procesie projektowania inhibitorow kowalencyjnych
jest ich selektywno$¢. Nowoczesne peptydomimetyki ograniczaja wystgpowanie
niepozadanych efektow ubocznych i stanowg obecnie jedng z najskuteczniejszych strategii
hamowania proteaz wirusowych. Dzigki rozpoznaniu sekwencji aminokwasowe] enzymu
wykazuja wysoki poziom powinowactwa oraz nie ulegaja tak czesto mutacjom, a wigc

ograniczaja prawdopodobienstwo wytworzenia odpornos$ci przez wirus.
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Podsumowujac, peptydomimetyki sg odporne na degradacj¢ poprzez cigcie
proteolityczne w $rodowisku organizmu dzigki zastosowanym modyfikacjom struktury,
takim jak deaminacja. Dodatkowo wykazujg rowniez wtasciwosci farmakokinetyczne, jak
dtuzszy okres pottrwania, oraz mozliwe jest ich podanie donosowe. Bardzo istotny jest fakt
wysokiego poziomu selektywnosci wobec konkretnej klasy enzymow jak TTSP,
co przyczynia si¢ do zmniejszenia wystapienia potencjalnych efektéw ubocznych.

W publikacji TMPRSS2-specific antisense oligonucleotides inhibit host cell entry of
emerging viruses zaprojektowane TMPRSS2 mRNA specyficzne ASO powodowaly
wyciszenie ekspresji tej proteazy, a w konsekwencji prowadzity do obnizenia si¢ miana
wirusa [AV, a takze wnikania SARS-CoV-1/2. Pomimo, iz w publikacji nie podano wyraznie
warto$ci IC50 dla hamowania replikacji IAV 1 wnikania koronawiruséw, dane sugeruja,
ze nanomolarne st¢zenia ASO byly wystarczajace do osiagnigcia silnych efektow
przeciwwirusowych. Obecnie niewiele publikacji opisuje wykorzystanie TMPRSS2
specyficznych ASO. Grupa Bottcher-Friebertshauser [ 132] zaprojektowata oligonukleotydy
morfolinowe sprzgzone z peptydem (PPMO) w celu zahamowania translacji wirusowego
RNA w hodowlach komoérkowych. Alternatywny splicing mRNA TMPRSS2 za pomoca
PPMO zapobiegt cigciu hemaglutyniny w IAV oraz obnizyt miano wirusa o 2 do 3 logio
jednostek (oznacza to, ze uzyskano 100- do 1000-krotny spadek ilo$ci wirusa [132]).
W innym badaniu z 2023 roku badacze zaprojektowali ASO nakierowane na genom SARS-
CoV-2 oraz ACE2 i TMPRSS2 w celu zahamowania infekcji SARS-CoV-2. Niektore
z testowanych ACE2 oraz SARS-CoV-2 specyficznych ASO wykazaty ponad 100-krotne
lub wigksze zmniejszenie miana wirusa przy stezeniu 10 uM ASO (inhibicja >2 logio ).
Natomiast ASO nakierowane na TMPRSS2 nie wykazaty wiasciwosci przeciwwirusowych
[133], nalezy jednak zauwazy¢, ze wszystkie zaprojektowane ASO byly nacelowane tylko
na sekwencje niekodujace, w przeciwienstwie do prowadzonych przeze mnie badan,
w ktorych ASO byty ukierunkowane tylko na sekwencje kodujace. Nalezy mie¢ rowniez
nauwadze, iz w przeciwienstwie do wszystkich wyzej wymienionych inhibitoroéw
TMPRSS2, jedynie wykorzystana przeze mnie w niniejszym artykule, strategia oparta
0 ASO, hamuje ekspresj¢ TMPRSS?2 a nie tylko jej aktywnos¢. Takie rozwigzanie prowadzi
do znacznie skuteczniejszego dziatania przeciwwirusowego przy minimalnych skutkach
ubocznych dla organizmu.

Za potencjalny lek przeciwwirusowy uznaje si¢ rowniez erlotynib, stosowany
obecnie w onkologii i1 leczeniu raka phuc. Jest to drobnoczasteczkowy inhibitor kinazy

tyrozynowej receptora nablonkowego czynnika wzrostu (EGFR). Liczne publikacje
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wskazuja, ze wirusy potrafig wykorzystywac szlak sygnatowy EGFR do infekcji komoérek
poprzez jego aktywacje, co sprzyja wnikaniu wirusa, zwigksza replikacje lub tez moze
powodowac ostabianie naturalnych mechanizméw immunologicznych organizmu. Infekcja
SARS-CoV-1 1 SARS-CoV-2 prowadzi do zwigkszonej aktywacji EGFR w nabtonku ptuc
1 wystepuje jednoczesnie z nasileniem si¢ objawdéw chorobowych, nadprodukcja $luzu
1 wtdknieniem ptuc [127]. Tak wigc strategia oparta na hamowaniu aktywnos$ci EGFR moze
okaza¢ si¢ skuteczna w leczeniu infekcji wirusowych lub lagodzeniu ich objawow.
W badaniach in vitro erlotynib wykazywat wlasciwosci inhibitorowe SARS-CoV-2,
powodujac zatrzymanie replikacji wirusa w hodowlach komérkowych oraz zmniejszenie
wytwarzania cytokin TNF-a. Wynika to przede wszystkim z faktu blokowania EGFR,
co powoduje zahamowanie sygnatléw wzrostowych dla wirusa oraz reakcji zapalnych,
ktore powodowane sg przez infekcje. Dochodzi réwniez do zatrzymania aktywnos$ci kinazy
adaptorowej 2 zwigzanej z klatryng (AAKI1, ang. adaptor-associated kinase 1),
ktéra uczestniczy we wnikaniu wirusa do komoérki na drodze endocytarnej. Dzigki
skojarzeniu erlotynibu z sunitynibem wykazano silny efekt synergistyczny przeciwko
SARS-CoV-2 in vitro, doprowadzajac do zahamowania infekcji. W wyniku zablokowania
kilku $ciezek sygnatowych odpowiedzialnych za endocytoze, uzyskano efekt o wigkszym
stopniu inhibicji, co potwierdza wigksza skuteczno$¢ terapii opartej o koktajle lekow
w leczeniu chordéb wirusowych. Ze wzgledu na skutki uboczne w postaci wysypki skorne;,
biegunki 1 zmg¢czenia wynikajacego z inhibicji EGFR, erlotynib nie zakwalifikowat si¢
do uzytku w terapii COVID-19 i nadal pozostaje lekiem onkologicznym. Najnowsze badania
wskazuja, ze inhibicja EGFR moze by¢ skuteczng strategia przeciwwirusowa, ale wymagane
sg dalsze badania oceniajace skutecznos¢ przeciwwirusowa i1 bezpieczenstwo [130]. Dzieki
tworzeniu hybrydowych czasteczek erlotynibu mozliwe jest zwigkszenie wilasciwosci
przeciwwirusowych oraz selektywnosci terapeutyku. Modyfikacje strukturalne polegajace
na dodawaniu metaloorganicznych ugrupowan chemicznych, np. ferrocenu, moga
powodowa¢ uzyskanie nowych witasciwosci zwigzku. W publikacji Organometallic—
Erlotinib Conjugates Active against Lung Cancer Cells and as Emerging Virus Entry
Inhibitors opisuj¢ wykorzystanie meetaloorganicznych koniugatow erlotynibu w celu
zmiany jego zastosowania i zwigkszenia jego wlasciwosci przeciwwirusowych. Zwigzek 5,
zawierajacy modyfikacje rutenocylowa, spowodowat znaczne zmniejszenie replikacji [AV
in vitro, a takze zablokowal wnikanie SARS-CoV-1/2 do komorek. Obnizenie poziomu
miana [AV przy stezeniu 10uM byto ponad 10-krotne w stosunku do kontroli, i byto wigksze
od efektu hamujacego, jaki wykazywal niezmodyfikowany erlotynib. Erlotynib
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oraz zwigzek 5 selektywnie obnizyly poziom wnikania koronawiruséw do komorek przy
stezeniu 100uM. Testowane sg obecnie liczne analogi erlotynibu i niektore modyfikacje
moga stuzy¢ konkretnej metodzie podania leku, np. wziewnie w celu dostarczeniu
terapeutyku bezposrednio do ptuc, co zwigkszy miejscowe stezenie, minimalizujac
ekspozycje ogélnoustrojowa i potencjalne dzialania niepozadane. Opracowuje si¢ rowniez
metody dostarczania erlotynibu z wykorzystaniem nanono$nikow, jak dwusiarczek
molibdenu, ktéry moglby kierowaé lek bezposrednio do zakazonych komorek [129].
Natomiast modyfikacja rdzenia 4-anilinochinazolinowego erlotynibu mogtaby doprowadzi¢
do jego zwickszonej selektywnosci kinazowej, zwiekszajac powinowactwo do kinazy GAZ
istotnej dla cyklu koronawirusow, przy jednoczesnym stabszym oddzialywaniu na EGFR
[130]. Podsumowujac, erlotynib posiada potwierdzone wiasciwosci przeciwwirusowe
poprzez blokowanie drég sygnalowych wirusa, zaleznych od gospodarza, a jego dodatkowe
modyfikacje chemiczne mogg zwigkszy¢ jego potencjatl przeciwwirusowy. Natomiast
wplywanie na szlaki sygnalowe w komodrkach gospodarza jest skuteczng metoda
ograniczania infekcji 1 moze stanowi¢ istotne uzupetlnienie klasycznej terapii
wykorzystujacej leki nakierowane na biatka wirusowe.

Rozwazajac poszczegdlne wady i1 zalety strategii przeciwwirusowych opartych
o VTAs i HTAs, w celu zapewnienia jeszcze korzystniejszego efektu terapeutycznego,
mozna zaproponowac¢ wykorzystanie terapii skojarzonej. Jest to zastosowanie mieszanki
lekow ukierunkowanych na wirusa oraz na komoérki gospodarza, ktdéra moze wykazaé
optymalny efekt terapeutyczny, przewyzszajacy efekty uzycia tych substancji oddzielnie.
Jeden sktadnik hamowalby bezposrednio enzymy wirusowe, natomiast inny zaburzatby
funkcjonowanie szlaku komorkowego wykorzystywanego przez dany patogen.
Zastosowanie dwoch lekow moze wywotaé przeciwwirusowy efekt synergistyczny,
co oznacza, ze substancje wzajemnie wzmacniaja swoje dziatanie. W badaniach wykazano,
ze zastosowanie mieszaniny molnupirawiru (VTA) z kamostatem (HTA) hamuje infekcje
SARS-CoV-2 w wigkszym stopniu, niz kazda z substancji zastosowana osobno [109].
Dodatkowo zastosowanie trzeciego zwiazku, brekawinaru (HTA), powodowato inhibicje
replikacji SARS-CoV-2 powyzej 95% w warunkach in vitro. Zastosowanie lekow HTA
jednoczesnie z VTA zmniejsza jeszcze bardziej prawdopodobienstwo wytworzenia
odpornosci na oba leki, niz ma to miejsce w przypadku samych lekow HTA. Badania nad
HIV oraz HCV wykazaty, ze terapia skojarzona w praktyce niemal uniemozliwia rozwdj
opornych szczepow. Dzigki wystapieniu efektu synergistycznego dwoch lub trzech

substancjach, mozliwe jest wuzyskanie wysokiej skuteczno$ci terapeutycznej
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przy zastosowaniu nizszej dawki tych zwiazkow [104]. W przypadku pojawienia si¢
wariantu wirusa odpornego na sktadnik VTA, istnienie substancji HTA moze zapewnic¢
utrzymanie skuteczno$ci terapii skojarzone;.

W dyskusji na temat nowych zwigzkow przeciwwirusowych nie powinno si¢
zapomina¢ o dodatkowych czynnikach wplywajacych na skuteczno$¢ terapeutyku,
np. strategii dostarczenia danego zwigzku do organizmu, poniewaz droga podania leku
istotnie wplywa na jego biodostgpnos¢, skutecznos¢ i profil dziatania. W przypadku AV
1 koronawirusow replikacja rozpoczyna si¢ w nabtonku drég oddechowych, dlatego podanie
donosowe moze zapewni¢ wysokie stezenie leku lub szczepionki miejscowo oraz pobudzi¢
odpornos¢ bton sluzowych. Dodatkowo podanie poprzez inhalacj¢ pozwala oming¢ efekt
pierwszego przejsScia przez watrobe (ang. first-pass effect), ktory powoduje zmniejszenie
biodostgpnosci substancji w wyniku metabolizowania jej. Dzigki temu lek dostarczany jest
szybciej do drog oddechowych [125]. Innym sposobem podawania terapeutykéw jest droga
dozylna, ktora zapewnia bardzo wysoki poziom biodostgpnosci substancji oraz jej szybkie
dotarcie do wszystkich tkanek. Zazwyczaj podanie terapeutyku droga dozylng wymaga
zastosowania wysokich stezen preparatu leczniczego lub jest zalecane w przypadkach kiedy
wchtanianie doustne jest utrudnione. Terapia wykorzystujaca podanie dozylne terapeutyku
jest bardziej inwazyjna i ucigzliwa dla pacjenta, moze wigzaé si¢ réwniez z ryzykiem
zakazenia zwigzanym z wkiuciem. Z kolei najbardziej komfortowe dla pacjenta jest podanie
substancji terapeutycznych droga doustng. Jednakze wiele lekéw wykazuje bardzo niska
wchlanialno$¢ 1 biodostepnos¢ w kontakcie z enzymami trawiennymi wystepujacymi
w uktadzie pokarmowym, co prowadzi do ich przedwczesnej degradacji. Zastosowanie
w terapii zanamiwiru podawanego doustnie wykazywato biodostgpnos$¢ na poziomie okoto
2%, z tego wzgledu jest on standardowo podawany wziewnie. Oligonukleotydy antysensowe
oraz inne terapie wykorzystujace kwasy nukleinowe nie sg skuteczne podczas podania
doustnego, ze wzgledu na szybki rozktad przed dotarciem do krwioobiegu. Obecnie jednak
opracowuje si¢ doustne leki przeciwwirusowe o odpowiedniej strukturze chemicznej, jak
proleki, lub posiadajace modyfikacje zwigkszajace lipofilnos¢, lub takze kapsutki odporne
na sok zotagdkowy, co zapewnia lepszy poziom wchtaniania w przewodzie pokarmowym
1umozliwia osiggnigcie pozadanego stgzenia. Dzigki zastosowaniu wtasnie takiej drogi
podawania terapeutykow, mozliwa jest szybka interwencja we wczesnej fazie infekcji,
rowniez poza srodowiskiem ambulatoryjnym [125].

Waznym czynnikiem w procesie opracowywania nowych lekow jest réwniez

charakterystyka chemiczna badanego zwiazku. Na przyktad oligonukleotydy antysensowe
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w podstawowej formie, a wigc niezawierajacej modyfikacji chemicznych, s3 nietrwale
biologicznie, gdyz moga by¢ degradowane przez nukleazy komorkowe. Dodatkowo
samodzielnie charakteryzujg si¢ staba przenikalnos$cig przez blony biologiczne. Istotne
zatem okazuja si¢ odpowiednie modyfikacje chemiczne zwigkszajace stabilnos¢,
poprawiajace biodostepno$¢ oraz zapewniajace ochrong przed nukleazami. I generacja
modyfikowanych nukleotydow zawierata gtéwnie podstawienia wigzania fosfodiestrowego
z wykorzystaniem wigzania fosforotioanowym (PS) w strukturze szkieletu oligonukleotydu,
zwiekszajac odpornos¢ na naukleazy 1 wydtuzajac czas pottrwania we krwi [126]. W ASO
IT generacji wykorzystywano modyfikacje cukrowe 2’-O-metylo Iub 2’-O-(2-
metyoksyetylowe), ktore zwigkszaja powinowactwo ASO i stabilno$¢ chemiczng. Natomiast
ASO III generacji charakteryzowaly si¢ wykorzystaniem zablokowanych kwasow
nukleinowych (LNA) lub analogéw peptydowych (PNA), zapewniajac silniejsze wigzanie
do docelowej sekwencji oraz wicksza trwato$¢. Zastosowanie modyfikacji chemicznych
zmniejsza réwniez toksyczno$¢ oraz ich immunogennos$¢ [126]. Charakterystyka ASO
zostata doktadnie opisana w dyskusji artykutu TMPRSS2-specific antisense oligonucleotides
inhibit host cell entry of emerging viruses bedacego czescig cyklu artykutow wchodzacych
w sktad tej rozprawy doktorskiej. Nalezy réwnoczesnie zaznaczy¢ fakt, ze ASO stanowia
potencjalng alternatywe wobec tradycyjnych terapeutykoéw, ze wzgledu na szybkosé
projektowania nowych czasteczek. Sekwencja nowych ASO tworzona jest na podstawie
genomu wirusa badz znanej sekwencji nukleotydowej genomu czlowieka, co pozwala na
opracowanie nowej terapii w ciggu tygodni, w przeciwienstwie prac nad tradycyjnymi
terapeutykami, trwajacych czesto wiele lat.

Alternatywne strategie lecznicze, takie jak technologie RNA, zmienily sposob
projektowania nowoczesnych lekow przeciwwirusowych. W efekcie pandemii COVID-19
mogliSmy obserwowa¢ btyskawiczne opracowanie skutecznych szczepionek mRNA
przeciwko SARS-CoV-2, ktore zapobiegly milionom infekcji 1 ograniczyly tym samym
smiertelnos¢. Tradycyjnie rozumiane leki przeciwwirusowe, pomimo swojej skutecznosci,
maja pewne ograniczenia i jest to szczegdlnie widoczne przy nowo pojawiajacych si¢
1 szybko mutujacych wirusach. Czasteczki RNA moga stuzy¢ jako leki badz tez szczepionki,
pozostajac bardzo plastycznymi pod wzgledem zmiany formulacji, aby nadazy¢ za szybko
zmieniajacym si¢ zagrozeniem. Jednoczesnie dzigki tej technologii mozliwe jest celowanie
bezposrednio w informacj¢ genetyczng patogenu badz gospodarza. Leki RNA znajda
zastosowanie komplementarne do klasycznych lekow, szczepionki mRNA beda coraz

popularniejsze, a w leczeniu ostrych infekcji zastosowanie znajdg prawdopodobnie
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w postaci koktajli substancji leczniczych. Dzigki mozliwo$ciom wprowadzania licznych
modyfikacji chemicznych terapeutyki RNA moga by¢ bezpieczne i skuteczne, a koszty
ekonomiczne sukcesywnie obnizane. Juz niebawem potencjalna szczepionka moze
powstawac¢ w zaledwie kilka dni, podobnie jak leki RNA1, co zdecydowanie podniesie nasze
zdolnosci przeciwdziatania globalnym zagrozeniom ze strony patogenow [131].

Na podstawie uzyskanych wynikow wykazalem, ze skuteczno$¢ przeciwwirusowa

analizowanych czgsteczek uktadata si¢ w relacji:

ICSOASO < ICSOSPIKE < ICSOerlot.

Oznacza to, ze ASO charakteryzowaly si¢ najwyzsza aktywnoS$cia biologiczng
w poréwnaniu z inhibitorami oddziatujacymi na biatko kolca. Z kolei najnizsza
skuteczno$ciag wykazaty si¢ zwigzki erlotynibu. Wskazuje to na przewage strategii ASO jako
potencjalnie najbardziej efektywnej sposrod badanych podejs$é przeciwwirusowych.

Podsumowujac, wszystkie trzy prace skladajace si¢ na moj cykl publikacyjny
przedstawiaja trzy innowacyjne sposoby blokowania wirusa podczas wejscia do komorki —
u symbolicznych wrét — TMPRSS2 specyficzne ASO dziataja poprzez wyciszenie ich
straznika, hybrydy CBD-NLPZ blokuja zamek wroét, zaklocajac aktywacje biatka kolca,
a organometaliczny koniugat erlotynibu sabotuje klucz, zapobiegajac proteolitycznej
aktywacji biatka kolca. W poréwnaniu z alternatywnymi inhibitorami 1 podej$ciami
do problemu inhibicji, kazde z nich ma swoje wady 1 zalety, ale wszystkie trzy osiaggnety
znaczacg skuteczno$¢ w zakresach od nanomolarnego do niskiego-uM. Potgczenie strategii
nakierowanych na komorki gospodarza z innymi lekami przeciwwirusowymi oraz ich dalsze
udoskonalanie moze przynie$¢ liczne korzysci w walce z obecnymi 1 nowo pojawiajacymi
si¢ wirusami, od grypy po koronawirusy. Dalsze badania nad lekami przeciwwirusowymi
ukierunkowanymi na komorki gospodarza sa nie tylko ekscytujace z naukowego punktu

widzenia, ale takze kluczowe na wypadek nowej pandemii.
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8. Whnioski

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze:

1.

Hamowanie procesu wnikania wirusow do wnegtrza komoérki za pomoca VTAs,
np. CBD-NLPZ, jak i HTAs, np. TMPRSS2-specyficzne ASO oraz koniugaty
erlotynibu z resztami organometalicznymi, s3 skuteczng nowg strategig
przeciwwirusowa przeciwko nowo pojawiajagcym si¢ wirusom, takim jak wirusy
grypy typu A oraz SARS-CoV-2.

Modyfikacje znanych zwigzkow przeciwwirusowych poprzez dodanie NLPZ czy tez
reszt organometalicznych prowadza do otrzymania nowych zwigzkéw o wigkszym
potencjale przeciwwirusowym, szerszym spektrum dzialania 1 nowych
wlasciwos$ciach oraz o nieznanych dotad mechanizmach dziatania.

TMPRSS2 stanowi interesujacy cel do opracowywania nowych skutecznych strategii
przeciwwirusowych, przeciwko nowo pojawiajagcym si¢ wirusom wywotujacym
potencjalne epidemie/pandemie, opartych o kwasy nukleinowe, takich jak ASO.
Inhibicja aktywno$ci EGFR posrednio prowadzi do hamowania TMPRSS2-
zaleznego ciecia proteolitycznego biatka kolca SARS-CoV-2, tym samym wskazujac

na bezposrednie oddziatywania pomiedzy EGFR a TMPRSS2.
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9. Wykaz skrotow

ACE2 — druga konwertaza angiotensyny (ang. angiotensin convertase enzyme)

AIDS — zesp6t nabytego niedoboru odpornosci (ang. acquired immune deficiency syndrome)
AKT — kinaza biatkowa B

ARDS — zespo6t ostrej niewydolnosci oddechowej (ang. acute respiratory distress syndrome)
ARE — element odpowiedzi na androgeny (ang. androgen response element)

ASO - oligonukleotyd antysensowy (ang. antisense oligonucleotide)

Biatko E — biatko otoczki (ang. envelope protein)

Biatko M — biatko btony (ang. membrane protein)

Bialko N — biatko nukleokapsydu (ang. nucleocapsid protein)

Bialko NSP — biatko niestrukturalne (ang. non-structural protein)

Biatko S — biatko kolca (ang. spike protein)

Cas — bialka powigzane z CRISPR (ang. CRISPR-associated protein)

CBD - kannabidiol (ang. cannabidiol)

CME — endocytoza zalezna od klatryny (ang. clathrin-mediated endocytosis)

CMEYV - endocytoza zalezna od kaweoliny (ang. caveolin-mediated endocytosis)

COPI — kompleks biatek optaszczajacych (ang. coat protein complex I)

COVID-19 — choroba wywotana przez SARS-CoV-2 (ang. Coronavirus Disease 2019)
CRISPR - regularnie rozdzielone, krotkie, palindromiczne powtdrzenia skupione
w klastrach (ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats)

CRLA4 - ligaza ubikwitynowa typu E3 CRL4 (ang. cullin—RING ligase 4)

cRNA — komplementarny RNA (ang. complementary RNA)

CRYO-EM - krio-mikroskopia elektronowa (ang. cryo-electron microscopy)

CTD — domena C-koncowa (ang. C-terminal domain)

DC-SIGN — lektyna typu C swoista dla komorek dendrytycznych

DCAFI1 — czynnik 1 zwigzany z kompleksem DDBI1-Cul4 (ang. DDBI—Cul4-associated
factor 1)

EGFR — receptor naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor receptor)
ENaC — nablonkowy kanat sodowy ENaC (ang. epithelial sodium channel)

EPN1 — epsyna 1 (ang. epsin-1)

ER — retikulum endoplazmatyczne (ang. endoplasmic reticulum)

ERCIG - przedziat posredni pomigdzy retikulum endoplazmatycznym a aparatem Golgiego

(ang. endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment)
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FDA — Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration)
FIPV — wirus zakaznego zapalenia otrzewnej kotéw (ang. feline infectious peritonitis virus)
FN1 — fibronektyna (ang. fibronectin)

FP — peptyd fuzyjny (ang. fusion peptide)

GISRS - Globalny System Nadzoru i Reagowania na Gryp¢ (ang. Global Influenza
Surveillance and Response System)

GUS — Gtowny Urzad Statystyczny

HA — hemaglutynina

HAT — ludzka trypsynopodobna proteaza drog oddechowych (ang. human airway trypsin-
like protease)

HCoV - ludzki koronawirus (ang. human coronavirus)

HCV — wirus zapalenia watroby typu C (ang. hepatitis C virus)

HEF — hemaglutynino-esteraza

HGFA — aktywator czynnika wzrostu hepatocytow (ang. hepatocyte growth factor activator)
HI — testy inhibicji hemaglutynacji (ang. hemagglutination inhibition)

HIV — ludzki wirus niedoboru odpornosci (ang. human immunodeficiency virus)

HPAI — wysoce zjadliwa grypa ptakow (ang. highly pathogenic avian influenza)

HR1 — powtdrzenia heptapeptydu 1 (ang. heptad repeat 1)

HR2 — powtorzenia heptapeptydu 2 (ang. heptad repeat 2)

HSV — wirus opryszczki pospolitej (ang. herpes simplex virus)

HTA — przeciwwirusowe srodki ukierunkowane na czynniki komorki gospodarza (ang. host-
targeting antivirals)

IAV — wirus grypy typu A (ang. influenza A virus)

IBV — wirus zakaznego zapalenia oskrzeli drobiu (ang. avian infectious bronchitis virus)
ICAM-3 — czasteczka adhezji miedzykomorkowej 3 (ang. intercellular adhesion
molecule 3)

ICV — wirus grypy typu C (ang. influenza C virus)

IDV — wirus grypy typu D (ang. influenza D virus)

ILO — Migdzynarodowa Organizacja Pracy

IMPDH - dehydrogenaza monofosforanu inozyny (ang. inosine monophosphate
dehydrogenase)

ISG — geny stymulowane interferonem (ang. interferon-stimulated genes)

L-SIGN — lektyna typu C watrobowo-limfatyczna
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LNA — modyfikowane kwasy nukleinowe o usztywnionej konformacji (ang. locked
nucleic acid)

LPAI — nisko zjadliwa grypa ptakow (ang. low pathogenic avian influenza)

MDCK - komorki nabtonka nerki psa (ang. madin-darby canine kidney epithelial cells)
MERS — bliskowschodni zesp6t niewydolnosci oddechowej (ang. middle east
respiratory syndrome)

MERS-CoV — koronawirus bliskowschodniego zespotu niewydolnosci oddechowej (ang.
middle east respiratory syndrome coronavirus)

miRNA — mikro RNA

MP — makropinocytoza (ang. macropinocytosis)

mRNA — informacyjny RNA (ang. messenger RNA)

MSPL — duza forma mozaikowej proteazy serynowej (ang. mosaic serine protease
large form)

NA — neuraminidaza

NALI — test inhibicji neuraminidazy (ang. neuraminidase inhibition)

NCL — nukleolina powierzchniowa komorki (ang. surface nucleolin)

NLS — sygnat lokalizacji jadrowej (ang. nuclear localization signals)

NP — nukleoproteina

NPC — kompleks poru jadrowego (ang. nuclear pore complex)

NRP1 — neuropilina-1

NSAID — niesteroidowe leki przeciwzapalne (ang. nonsteroidal anti-inflammatory drugs)
NTD — domena N-koncowa (ang. N-terminal domain)

ORF — otwarta ramka odczytu (ang. open reading frame)

PA — polimeraza kwasowa (ang. polymerase acidic)

PAR-2 — receptor aktywowany proteaza typu 2 (ang. protease-activated receptor 2, PAR-2)
PB1 — polimeraza podstawowa 1 (ang. polymerase basic 1)

PB2 — polimeraza podstawowa 2 (ang. polymerase basic 2)

PDCoV — $winski deltakoronawirus (ang. porcine deltacoronavirus)

PEPD — prolidaza (ang. prolidase)

PI3K — kinaza fosfatydyloinozytolu 3 (ang. phosphoinositide 3-kinase)

PLD - fosfolipaza D (ang. phospholipase D)

POChP — przewlekta obturacyjna choroba ptuc

R — domena wiazaca receptor (ang. receptor-binding subdomain)

RBD — domena wigzaca receptor (ang. receptor binding domain)

88



RBM — motyw wigzacy receptor (ang. receptor binding motif)

RISC — kompleks wyciszania indukowanego RNA (ang. RNA-induced silencing complex)
RNA — kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

RT-PCR - reakcja odwrotnej transkrypcji potaczona z reakcjg tancuchowa polimerazy
W czasie rzeczywistym (ang. reverse transcription-polymerase chain reaction)

RTC — kompleks replikacji i transkrypcji (ang. replication-transcription complex)

SARS — ciezki ostry zespot oddechowy (ang. severe acute respiratory syndrome)
SARS-CoV-1 — koronawirus ci¢zkiego ostrego zespotu oddechowego 1 (ang. severe acute
respiratory syndrome coronavirus 1)

SARS-CoV-2 — koronawirus ci¢zkiego ostrego zespotu oddechowego 2 (ang. severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2)

SHAPE - selektywna acylacja grupy 2’-hydroksylowej analizowana w reakcji wydtuzania
starterOw (ang. selective 2’ hydroxyl acylation analyzed by primer extension)

siRNA — mate interferujace RNA (ang. small interfering RNA)

SRCR — domena SRCR (ang. scavenger receptor cysteine-rich)

SRP — czasteczka rozpoznajaca sygnatl (ang. signal recognition particle)

SV40 — matpi wirus 40 (ang. simian virus 40)

SW1 — koronawirus wieloryba biatego (ang. beluga whale coronavirus)

TMPRSS2 — transbtonowa proteaza serynowa typu 2 (ang. #ype Il transmembrane
serine protease)

TRS-B - sekwencje regulatorowe transkrypcji (ang. tramscription regulatory
sequence body)

TRS-L —region liderowy (ang. leader transcription regulatory sequence)

UTR — region nieulegajacy translacji (ang. untranslated region)

VGCC — zasializowany zalezny od napig¢cia kanal wapniowy (ang. sialylated voltage-gated
calcium channel)

VOC — wariant alarmowy (ang. variant of concern)

vRNP — wirusowy kompleks rybonukleoproteinowy (ang. viral ribonucleoprotein complex)
VTA - przeciwwirusowe $rodki ukierunkowane bezposrednio na wirusa (ang. virus-
targeting antivirals)

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health Organization)

+sgRNA — subgenomowe RNA o dodatniej polarnosci

-sgRNA — subgenomowe RNA o ujemnej polarnosci
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Abstract: The COVID-19 pandemic provoked a global health crisis and highlighted the need for new
therapeutic strategies. In this study, we explore the potential of the molecular consortia of cannabidiol
(CBD) and non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) as novel antiviral dual-target agents
against SARS-CoV-2/COVID-19. CBD is a natural compound with a wide range of therapeutic
activities, including antiviral and anti-inflammatory properties, while NSAIDs are commonly used
to mitigate the symptoms of viral infections. Chemical modifications of CBD with NSAIDs were
performed to obtain dual-target agents with enhanced activity against SARS-CoV-2. The synthesised
compounds were characterised using spectroscopic techniques. The biological activity of three
molecular consortia (CBD-ibuprofen, CBD-ketoprofen, and CBD-naproxen) was evaluated in cell
lines transduced with vesicular stomatitis virus-based pseudotypes bearing the SARS-CoV-1 or
SARS-CoV-2 spike proteins or infected with influenza virus A /Puerto Rico/8/34. The results showed
that some CBD-NSAID molecular consortia have superior antiviral activity against SARS-CoV-1 and
SARS-CoV-2, but not against the influenza A virus. This may suggest a potential therapeutic role for
these compounds in the treatment of emerging coronavirus infections. Further studies are needed to
investigate the efficacy of these compounds in vivo, and their potential use in clinical settings. Our
findings provide a promising new approach to combatting current and future viral emergencies.

Keywords: cannabidiol (CBD); nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs); molecular consortia;
SARS-CoV-2; virus entry

1. Introduction

The search for completely new chemical entities is an established tendency in modern
medical chemistry, particularly in the era of coronaviruses and various multifactorial
diseases. Recent research has shown that the following guidelines are extremely important
in the design of new, relevant therapeutic structures:

e the design of new chemical systems based on innovative structural features [1], such
as hybrids and conjugates (molecular consortia in general);

e the use of compounds of natural origin, i.e., phytochemicals, with pleiotropic activity,
which have been effective in the treatment of many diseases [2];

e  the use of small-molecule drugs and their new derivatives, with known and proven
therapeutic power [3].

Pathogens 2023, 12, 951. https:/ /doi.org/10.3390/pathogens12070951

https://www.mdpi.com/journal /pathogens


https://doi.org/10.3390/pathogens12070951
https://doi.org/10.3390/pathogens12070951
https://creativecommons.org/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.mdpi.com/journal/pathogens
https://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0003-4108-6499
https://orcid.org/0000-0003-1121-6272
https://orcid.org/0000-0002-2012-7223
https://doi.org/10.3390/pathogens12070951
https://www.mdpi.com/journal/pathogens
https://www.mdpi.com/article/10.3390/pathogens12070951?type=check_update&version=2

Pathogens 2023, 12, 951

20f13

These studies were based on both natural and small-molecule chemical individu-
als, such as natural and small-molecule cannabidiol (CBD) and selected small-molecule
nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) compounds, and used the synthetic trends
mentioned above to create new chemical entities with potential biological activity. CBD
is the main non-psychoactive constituent of Cannabis sativa, and has exhibited a wide
range of therapeutically promising pharmacological effects, either as a single drug or in
combination with other drugs in adjunctive therapy. CBD is one of the chemically and
phytogenetically related phenolic terpenes derived from natural hemp. The chemistry and
pharmacology of CBD, as well as various molecular targets including CBD receptors and
other CBD-interactive components of the endocannabinoid system, have been reviewed
extensively [4-7]. The preliminary results of many studies have prompted the exploration
of the therapeutic potential of CBD in relation to various diseases, particularly cancer and
drug-resistant epilepsy [7-12].

Recently, CBD has become famous due to reports of its health-promoting properties in
the treatment of COVID-19. Research results have indicated that CBD can help regulate
oxygen levels in the body and protect against cytokine storms. It is speculated that CBD
may suppress the immune system’s reaction because CBD resembles endocannabinoids
naturally occurring in the human body [13]. Recent research results have shown that
high concentrations of CBD have a beneficial effect on the treatment of acute respiratory
distress syndrome caused by COVID-19, restoring proper oxygen levels in the body [14]. In
addition, laboratory tests have shown that CBD reduces swelling and scarring in the lungs.
In summary, CBD can help reduce cytokine levels, thus improving the level of oxygen in
the body and supporting the regeneration of damaged lung tissue. Therefore, CBD can
help fight against the dangerous effects of a coronavirus infection [13,14]. It has also been
established that CBD-rich extracts can help regulate the expression and/or activity of the
SARS-CoV-2 cellular receptor (i.e., ACE2). Studies have shown that 13 extracts potent in
CBD, which were extremely low in psychoactive substances, effectively modulated ACE2
expression [15].

The concepts of structural hybridisation and molecular consortia are well established
and have led to the approval of numerous antiviral and anticancer drugs [1,16]. However,
it is very important to skilfully select the active agents that will be covalently combined
to obtain dual-target activity. NSAIDs are analgesic, antipyretic and anti-inflammatory
medications widely used to relieve symptoms related to many conditions, including viral
disorders [16,17]. Their use is often limited due to side effects, particularly gastrointestinal
ulcerogenic activity and renal toxicity. Therefore, introducing another pharmacophore to
mask the free carboxylic group is a promising approach to designing dual-target agents. For
example, nitric oxide-releasing NSAIDs, such as NO-aspirin and an ibuprofen derivative,
which contain a cleavable ester linker to a nitric oxide-releasing moiety, have been reported
to have a superior anti-inflammatory and antithrombotic profile [18]. It has also been sug-
gested that CBD and its physical mixtures with selected NSAIDs (ibuprofen and diclofenac)
are promising candidates for the adjuvant treatment of high-risk vulvar squamous cell
carcinoma patients [19]. Regarding the side effects of NSAIDs, various combinations with
CBD may become a new therapeutic solution. The results of studies on the use of CDB and
NSAIDs, as well as on the combined treatment of CBD together with NSAIDs, provide the
foundation for a new approach to the modern treatment of many diseases.

Therefore, the aim of this study was to analyse the antiviral effect of selected novel
molecular consortia consisting of CBD and NSAID units.

2. Materials and Methods
2.1. General Procedure for the Synthesis of CBD-NSAID Molecular Consortia

The CBD was purchased from Medcolcanna Organics Inc. (Calgary, AB, Canada), and
NSAIDs, i.e., ibuprofen, ketoprofen and naproxen, as well as dicyclohexylcarbodiimide
(DCQ), 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP), and solvents (dichloromethane, hexane, ethyl
acetate), were purchased from Aldrich® (Sigma Aldrich, Schnelldorf, Germany), Fluka®
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(Buchs, Switzerland), POL-AURA (Warsaw, Poland), Chempur® (Piekary Slaskie, Poland)
and POCh® (Gliwice, Poland).

In a 50 mL flask, CBD (1) (0.314 g, 1 mmol) and selected NSAID compounds (Figure 1;
2-4) (2.2 mmol) were dissolved in dry CH,Cl, (10 mL).

L, OO, TOOU
OH e & OH OH
2 3 4

Figure 1. NSAID structures selected (2—ibuprofen; 3—ketoprofen; 4—naproxen).

Then, DCC (0.454 g, 2.2 mmol) and DMAP (0.012 g, 0.1 mmol) were added (Figure 2).
The reaction mixture was stirred at ambient temperature until the reaction was completed
(about 2 h). After this time, the mixture was filtered (from the resulting dicyclohexylurea),
washed with 1N aqueous HCl solution, saturated brine solution and dried over anhydrous
MgSOy. The obtained mixture was concentrated to yield crude product (5-7) as a white
waxy solid. The new hybrid diester was purified with flash column chromatography on
silica gel using a hexane/ethyl acetate (9:1 or 9:2, v:v) mixture as eluent. The synthetic
route designed and employed to obtain the proposed hybrid derivatives 5-7 is presented
in Scheme 1. All the derivatives were prepared according to the previously reported
method [20,21].

6 _- 0 | : L o - | : O
S ?jSL')QTO Q lgk(@

PSR

Z 5 6 7
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Figure 2. Chemical formulas of CBD-NSAID molecular consortia (5-7) obtained.

OH
2,3,4
O DCC, DMAP, CH,Cl,, rt
(6]

1 % 5,6,7

(6] NSAID-moiety

NN

Scheme 1. General synthetic pathway of CBD-NSAID molecular consortia (1—CBD, 2—ibuprofen,
3—ketoprofen, 4—naproxen, 5—CBD-ibuprofen, 6—CBD-ketoprofen, 7—CBD-naproxen).

The 'H- and '3C-NMR spectra were recorded using a BRUKER spectrometer, 400
and 100 MHz, respectively (AvanceCore Select, Bruker, Billerica, MA, USA). Chemical
shifts were expressed in parts per million (ppm), relative to tetramethylsilane (TMS) as
an internal standard, using CDClj3 as a solvent. MS spectra were recorded on a 402 AMD
INTECTRA apparatus (AMD Intectra GmbH, Harpstedt, Germany) using the electron
impact technique (EI), operating at 75 eV. The IR spectra were recorded using an ATR-
FTIR spectrometer Nicolet iS50 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), and UV-VIS
spectra were recorded using an LLG-uniSPEC 2 spectrophotometer (Lab Logistics Group
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GmbH, Meckenheim, Germany). The progress of the reactions and the purity of products
were checked using the thin-layer chromatography (TLC) method on silica gel plates (DC-
Alufolien Kieselgel 60 Fy54 from Merck, Darmstadt, Germany). A mixture of hexan/ethyl
acetate (9:1, 9:2, 9:4, v/v) was used as the eluent. The TLC spots on the plates were observed
in UV light (A =254 nm). Silica gel 60 (63-200 um particle size, Merck) was used for
column chromatography.

In details, the CBD-ibuprofen molecular consortium (5; CBD-I) was synthesised via the
reaction of 0.314 g of 1 and 0.454 g of 2, and after chromatographic separation, the product
5 was obtained as a colourless resin (0.559 g, 81%), R¢ = 0.55 (hexane/ethyl acetate 9:1).

'H NMR (8[ppm]): 7.10-7.03 (4H, m, Har), 6.79-6.95 (m, 4H, Ha,.1), 6.34 (s, 2H,
Har-cBp), 497 (d, 1H, C=CH, | = 10.4), 4.26-4.09 (m, 2H, C=CHy), 4.09 (s, 1H, CH), 4.00 (s,
1H, CH), 3.15-2.85 (d, 2H, CH, ] = 10.4), 2.32 (d, 4H, CH,, ] = 6.8), 2.30-2.27 (m, 6H, CH3),
1.95-1.79 (m, 2H, CH), 1.82-1.67 (m, 6H, CHj3), 1.49-1.34 (m, 4H, CHj), 1.23-1.02 (m, 8H,
CH3), 0.75-0.69 (m, 15H, 5 x CH3).

13C NMR (8[ppm]): 2.73 (C=Oester), 148.02, 147.88, 147.73, 141.82, 137.46, 136.86, 132.10,
129.54, 129.43, 127.39, 127.14, 124.51, 110.68, 60.68, 45.44, 45.07, 38.08, 37.63, 35.19, 31.53,
30.23,28.97,23.21, 22.41, 22.38, 19.54, 18.64, 14.04.

EI-MS (m/z): 691.5 [M]* (C47HeO4), 501.3, 434.1, 313.1, 231.1, 187.9, 160.9, 118.9.

FTIR (ATR, cm™1): 1756.14 (C=Oester)

The CBD-ketoprofen molecular consortium (6; CBD-K) was produced via the reaction
of 0.314 g of 1 and 0.559 g of 3; after chromatographic separation, the product 6 was
obtained as a colourless resin (0.448 g, 57%), R¢ = 0.62 (hexane/ethyl acetate 9:2).

'H NMR (8[ppm]): 7.69-7.59 (m, 8H, Hx), 7.50-7.44 (m, 4H, Ha, k), 7.37-7.31 (m, 6H,
Harx), 642 (m, 2H, Ha,.cBp), 5.00 (d, 1H, C=CH, | = 10.4), 4.96 (s, 2H, C=CHy), 4.27-4.20
(m, 2H, CH), 3.19-3.17 (d, 1H, CH, | = 10.4), 2.87-2.84 (d, 1H, CH, ] = 10.4), 2.39-2.29 (m, 6H,
CH3), 1.95-1.75 (m, 6H, CH3), 1.54-1.35 (m, 4H, CHy), 1.24-1.05 (m, 8H, CH), 0.76-0.70 (m,
3H, CH3).

13C NMR (§[ppm]): 196.38 (C=0), 172.11 (C=Oester), 147.58, 142.11, 140.50, 139.96,
138.13, 137.99, 137.42, 137.57, 131.74, 130.08, 130.03, 129.51, 129.27, 128.88, 128.37, 126.00,
125.90, 124.32, 124.25, 110.85, 45.69, 45.54, 45.44, 45.23, 35.22, 31.61, 31.53, 30.61, 30.49, 28.94,
23.42,22.69,22.44,19.49, 19.32, 14.16, 14.04.

EI-MS (m/z): 787.0 [M]* (Cs3H540¢), 549.6, 467.1, 313.2, 230.4, 209.1, 104.8.

FTIR (ATR, cm™1): 1755.61 (C=Oester), 1656.81 (C=0).

The CBD-naproxen molecular consortium (7; CBD-N) was obtained via the reaction of
0.314 g of 1 and 0.506 g of 4; after chromatographic separation, the product 7 was obtained
as a colourless resin (0.480 g, 65%); R¢ = 0.57 (hexane/ethyl acetate 9:2).

'H NMR (3[ppm]): 7.62-7.58 (m, 6H, Ha,.N), 7.37-7.34 (d, 2H, Ha,.N), 7.00-7.04 (m,
4H, HarN), 640 (s, 2H, Har.cap), 5.02 (s, 1H, C=CH), 4.26 (s, 1H, C=CHy), 4.19 (s, 1H,
C=CHy,), 3.81 (s, 6H, OCH3), 3.10-3.08 (d, 2H, CH, ] = 10.4), 2.37-2.28 (m, 2H, CH), 1.94 (s,
3H, CH3), 1.75-1.73 (d, 3H, CH3-C=C, | = 10.4), 1.59-1.57 (d, 6H, CHj3, | = 6.8), 1.38-1.34 (m,
4H, CHy), 1.18-1.12 (m, 8H, CH,), 0.79-0.70 (m, 3H, CH3).

13C NMR (5[ppm]): 172.63 (C=Oester), 157.69, 147.73, 141.93, 134.68, 133.85, 132.18,
129.33, 128.96, 127.27, 126.24, 125.94, 124.37, 119.03, 110.83, 105.51, 55.34, 45.58, 45.43, 37.95,
35.16, 31.62, 31.51, 30.41, 28.88, 23.19, 22.23, 19.23, 14.17, 14.03.

EI-MS (m/z): 738.7 [M]* (C49H5404), 525.5, 418.4, 313.4, 169.6.

FTIR (ATR, cm™!): 1751.25 (C=Oester)-

2.2. Cells and Viruses

The HEK293T (CRL-3216, ATCC), MDCK.2 (CRL-2936, ATCC), A549 (CCL-185, ATCC),
BHK-21 (G43) (a kind gift of Prof. Gert Zimmer, Institute of Virology and Immunology,
Bern, Switzerland, [20]), and Vero-TMPRSS2 (a kind gift of Prof. Stefan Péhlmann, German
Primate Center—Leibniz Institute for Primate Research, Goéttingen, Germany, [21]) were
cultivated in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco, Carlsbad, CA, USA)
supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS, Gibco) and 100 U/mL penicillin and
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streptomycin (P/S, Gibco). Every third /fourth passage, BHK-21 (G43) and Vero-TMPRSS2
were additionally supplemented with 0.5 pg/mL hygromycin B and 100 pg/mL zeocin, and
50 pug/mL blasticidin, respectively. I1-hybridoma cells (CRL-2700, ATCC) were maintained
in minimal essential medium (MEM, Gibco) supplemented with 15% FBS and 100 U/mL
P/S. The influenza virus A /Puerto Rico/8/34 (IAV PR8) was reconstituted from the previ-
ously described 8-plasmid system [22] and propagated on the MDCK .2 cells. The IAV PR8
viral titre was measured with quantitative RT-PCR, as previously described [23].

2.3. The Cytotoxicity Analysis of CBD-NSAID Molecular Consortia

The HEK293T, A549, and Vero-TMPRSS2 were seeded in 96-well plates at a density of
2 x 10° cell/mL and incubated overnight at 37 °C and 5% CO,. Next, the medium was
removed, cells were washed with warm PBS, and then a medium containing serial dilutions
of CBD-NSAID molecular consortia at a final concentration of 1, 5, 10, 50 and 100 pg/mL or
mock-treated medium was added. After 24 h incubation at 37 °C, cytotoxicity was analysed
with a CellTiter-Glo 2.0 Cell Viability Assay (Promega, Madison, WI, USA), according
to manufacturer’s instructions. Briefly, the culture medium was carefully removed and
50 uL/well of the reagent was added. After 10-15 min of incubation at room temperature,
the lysates were transferred to the white 96-well plates, and the luminescence was checked
with Hidex Sense Plate Reader.

2.4. CBD-NSAID-Mediated Inhibition of SARS-CoVs Virus Entry

To investigate the CBD-NSAIDs’ effect on the SARS-CoVs virus entry, we used the
previously described [24] surrogate system based on VSV*AG-FLuc pseudotypes bear-
ing SARS-CoV-1 and SARS-CoV-2 S proteins, as well as VSV g protein as a control. The
VSV*AG-FLuc pseudotypes encoding GFP and firefly luciferase were propagated on trans-
genic BHK-21 (G43) cells (a kind gift of Prof. Gert Zimmer, Institute of Virology and
Immunology, Mittelhdusern and Bern, Bern, Switzerland), which express the VSV g protein
after mifepristone induction. Next, to produce VSV-pseudotypes bearing SARS-CoVs
S proteins, the harvested VSV-pseudotypes were used to transduce the HEK293T cells
previously transfected with plasmids encoding SARS-CoV-1 and SARS-CoV-2 S proteins,
i.e., pCAGGS-SARS-CoV-1-S and pCG1-SARS-2-5 (a kind gift of Prof. Stefan Pohlmann,
German Primate Center—Leibniz Institute for Primate Research, Gottingen, Germany, [21]).
After 1 h incubation of transfected HEK293T cells with VSV-pseudotypes, the supernatant
was removed, cells were gently washed with warm PBS, and fresh culture medium con-
taining I1-hybridoma cell-produced anti-VSV g antibodies was added. The supernatants
containing VSV-SARS-CoVs-S pseudotypes were collected at 48 h post transduction.

To examine the effect of the CBD-NSAID molecular consortia on the virus entry, the
VSV-SARS-CoVs-S pseudotypes were incubated for 1 h at 37 °C with CBD-NSAIDs at
a final concentration of 1, 5, 10, 50 and 100 pug/mL or mock-treated. After incubation,
the CBD-NSAID-pretreated pseudotypes were added to HEK293T cells transfected with
previously described [21] plasmids encoding ACE-2 and TMPRSS2, and left for 1 h at 37 °C.
Next, the cells were gently washed with warm PBS and fresh culture medium was added.
The luminescence was investigated at 24 h post transduction with ONE-Glo substrate
(Promega) on a Hidex Sense plate reader.

2.5. The CBD-NSAID Molecular Consortia’s Effect on Influenza A Virus Replication

To find the CBD-NSAID molecular consortia’s mechanisms of action, we analysed
their effect on the IAV replication cycle. For this, we seeded A549 and Vero-TMPRSS2 cells
in 24-well plates at a density of 2 x 10° cells/mL. After 24 h, IAV PR8 was incubated for 1 h
at 37 °C with CBD-NSAIDs at a final concentration of 1, 5, 10, 50 and 100 pg/mL, or mock-
treated. Next, the cells were gently washed with warm PBS and then infected with CBD-
NSAID-pretreated IAV PR8 at an MOI of 0.01. After 1 h incubation, the infection medium
(DMEM supplemented with 0.3% BSA) containing IAV PR8 was removed, cells were
washed with PBS, and a fresh infection medium with CBD-NSAID molecular consortia at a
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final concentration of 1, 5, 10, 50 and 100 pg/mL or mock-treated was added. Additionally,
the fresh infection medium for the A549 cells was supplemented with the 2.5 pg/mL
N-acetylated trypsin (Sigma). Culture supernatants were collected at 48 h post infection,
and the number of viral RNA genome copies were determined by RT-qPCR, as described
previously [23]. Briefly, the viral RNA was isolated from cell-free supernatants with a
NucleoSpin RNA Virus Kit (Macherey Nagel, Oensingen, Switzerland) according to the
manufacturer’s protocol. For determination of the amount of viral RNA, the RT-qPCR was
carried out using a previously described IAV gene-specific primer and probe [23], and a
One Step RT-qPCR kit (Takara, Kusatsu City, Japan). The RT-qPCR protocol consists of
20 min incubation at 50 °C, 15 min denaturation at 95 °C, 40 cycles of denaturation at 94 °C
for 15 s, and annealing with extension at 60 °C for 60 s. The reaction was performed on a
BIO-RAD CEX96 Real-Time system. To define the limit of detection (LOD) and to generate
a standard curve to calculate the absolute copy number from the cycle threshold (Ct) value,
the specific standards were made as 10-fold dilutions of RNA transcribed on an IAV PR8
template. Six serial dilutions starting from 3.6 x 107 the total number of viral RNA genome
copies were used. In addition, we checked the IAV structural proteins’ expression in the
infected cells after the 100 ug/mL CBD-NSAID treatment with an immunofluorescence
microscope. Briefly, the cells were infected with 100 pg/mL CBD-NSAID-pretreated IAV
PR8 at an MOI or mock-treated. At 48 h post infection, the cells were fixed and stained
with anti-IAV antibodies and corresponding secondary antibodies conjugated with FITC,
and DAPI. Moreover, we analysed the IAV protein expression on the virion after CBD-
NSAID treatment. The IAV was incubated with 100 ug/mL CBD-NSAIDs for one hour,
concentrated on sucrose cushion, denatured at 95 °C for 5 min, and then transferred on
the nitrocellulose membrane and stained with polyclonal anti-IAV antibodies (Merck,
Germany) and corresponding anti-goat antibody coupled with FITC (Merck, Germany).

2.6. Statistical Analysis

Data are expressed as mean =+ SD. The ICsy was calculated using a nonlinear regression
analysis. Statistical analyses were performed with GraphPad Prism.

3. Results
3.1. NSAID-CBD Molecular Consortia Synthesis

Inspired by the latest literature reports, small-molecule structures of natural CBD
and already proven anti-inflammatory NSAIDs have been chemically combined into a
single molecule termed the CBD-NSAID molecular consortium. Molecular hybridisation
of two or more bioactive molecules via a covalent bond is an effective and efficient tool
for the development of new drug candidates. Regarding the importance of a medicinally
interesting scaffold of CBD (1) and NSAIDs (2—-4) (Figure 1), we decided to combine them
into a single molecule, that is, a molecular consortium [1]. Three molecular consortia
(5-7) consisting of CBD (1) and selected racemic NSAID structures, namely, ibuprofen (2),
ketoprofen (3) and naproxen (4), were obtained (Figure 2).

CBD (1) was reacted with appropriate NSAID compounds (2-4) in the presence of
DCC and DMAP reagents. DCC is an activating and coupling agent for carboxylic sub-
strates, while strongly nucleophilic DMAP acts as an acyl transfer reagent in the Steglich
esterification reaction [25,26], which is a highly useful process in the conversion of ster-
ically demanding substrates. The water resulting from a DCC-mediated reaction reacts
immediately with the carbodiimide applied, and forms dicyclohexylurea (DHU), which is
insoluble in a reaction medium and precipitates as a white solid. Reactions were carried
out in an anhydrous dichloromethane solution at room temperature for up to two hours to
achieve full conversion of the CBD substrate.

As a result of the synthesis, three structures hybridised using the formulas shown in
Figure 2 were obtained. Further isolation and purification via column chromatography
resulted in the desired pure CBD-NSAID diesters 5-7 with yields ranging from 57% to
81%. The structure of the CBD-NSAID hybrid compounds was confirmed via 'H- and
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IBC-NMR, EI-MS, IR and UV-VIS data. In the IR spectrum, characteristic ester bands for
CBD-I (1756.14 cm™1), CBD-K (1755.61 cm™!), CBD-N (1751.25 cm™!) are observed. In
the case of the CBD-K derivative, an additional carbonyl band at 1656.81 cm~! is present
(Supplementary Figure S1). According to the spectrophotometric measurements, the main
absorption maxima for CBD-I, CBD-K, and CBD-N occur in the ranges of 216-232 nm,
214-274 nm, and 214-248 nm, respectively (Supplementary Figure S2).

3.2. The Cytotoxicity of CBD-NSAID Molecular Consortia

Three molecular consortia consisting of CBD and NSAIDs (i.e., ibuprofen, ketoprofen
and naproxen) in a serial dilution of 0, 1, 5, 10, 50 and 100 ug/mL were tested for cytotoxic
effect after 24 h incubation on HEK293T, A549, and Vero-TMPRSS2 cells. We did not observe
any significant differences in cell viability between different CBD-NSAID concentrations
and mock-treated cells (Figure 3), which suggests that the analysed molecular consortia
did not have a cytotoxic effect.
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Figure 3. Cytotoxicity of the CBD-NSAID molecular consortia in HEK293T (a), Vero-TMPRSS2
(b), and A549 (c) cells. To analyze the cytotoxic effect of CBD-NSAIDs, the cells were treated with
increasing concentrations of CBD-NSAIDs or were mock-treated (M, with an equal volume of the
solvent DMSO). The cell viability was analysed at 24 h post CBD-NSAID treatment using the CellTiter-
Glo Luminescent Cell Viability Assay Protocol (Promega). The results of representative experiments
performed with triplicate samples are shown. Error bars indicate standard deviations (SD). Similar
results were obtained in three independent experiments.

3.3. The CBD-NSAIDs Effect on the SARS-CoV's Entry

To investigate the effect of CBD-NSAID molecular consortia on virus entry, we used
the previously described VSV-pseudotype system encoding the reporter gene (i.e., lu-
ciferase). In this system, a decrease in luciferase activity indicates the inhibition of virus
entry. As expected, no effect of CBD-NSAIDs was observed in cells transduced with
VSV-pseudotypes bearing VSV g (Figure 4). A significant reduction in the SARS-CoV-1
virus entry was found when CBD-N was applied, with IC5y below 1 pg/mL. Moreover, the
observed effect was clearly dose-dependent, with more than a 10-fold decrease in luciferase
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activity in transduced cells treated with 50 and 100 pug/mL, and an approximately 2-fold
reduction when 1 pg/mL of CBD-N was applied. We did not find any significant inhibitory
effect of CBD-I and CBD-K on SARS-CoV-1 virus entry (Figure 4). At the same time, CBD-I
and CBD-N molecular consortia significantly inhibited SARS-CoV-2 entry, with an ICsg
below 1 pug/mL. CBD-I reduced luciferase activity in SARS-CoV-2 transduced cells in a
dose-dependent manner, with approximately 2- and 10-fold decreases when the lowest
and highest concentrations were applied, respectively. A greater than 10-fold inhibition
of SARS-CoV-2 entry was observed when CBD-N was added to the transduced cells. In
this case, the lowest and highest concentrations had a similar inhibitory effect (Figure 4).
The weakest inhibitory effect on SARS-CoV-2 entry was found in cells treated with CBD-K,
with a non-significant decrease in luciferase activity for each concentration used.
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Figure 4. Inhibition of SARS-CoVs S protein-driven entry by the CBD-NSAID molecular consortia.
The VSV-pseudotypes bearing VSV-G, SARS-CoV-1 or SARS-CoV-2 S proteins were incubated for
1 h with increasing concentrations of CBD-I (a), -K (b), -N (c), or were mock-treated (M), and then
used for transduction of HEK293T cells expressing ACE-2 and TMPRSS2. Transduction efficiency
was analysed at 24 h post inoculation by determining luciferase activities in cell lysates. The results
of a single experiment carried out with triplicate samples are shown; error bars indicate standard
deviations (SD). Similar results were obtained in three separate experiments. * p < 0.05.

3.4. The CBD-NSAIDs Effect on the IAV Replication

To analyse the effect of CBD-NSAID molecular consortia on influenza A virus repli-
cation, we infected A549 and Vero-TMPRSS2 with CBD-NSAID-pre-treated replication-
competent IAV PRS, and then incubated the infected cells with increasing concentrations
of CBD-NSAIDs. At 48 h post-infection, we analysed the viral copy numbers in the
supernatants, and did not find any relevant differences between the mock and CBD-
NSAID-treated groups (Figure 5). In addition, we found no significant differences in the
IAV structural proteins’ expression in the infected cell line, i.e., almost all cells were in-
fected with TAV, and no effect of CBD-NSAID molecular consortia treatment was observed
(Supplementary Figure S3). Similarly, we did not observe any significant differences in
the IAV structural proteins’ expression on the IAV virion level (Supplementary Figure S4).
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Because there were no differences in the IAV PR8 titres as well as IAV protein expression,
we did not analyse immune responses, such as interferon signalling pathways and/or other
host/viral gene expressions, any further.
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Figure 5. The effect of CBD-NSAID molecular consortia on influenza virus A/Puerto Rico/8/34
replication. The Vero-TMPRSS2 (a) and A549 (b) cells were infected with CBD-NSAID-pretreated
IAV PR8 at an MOI 0.01, and then incubated with increasing concentrations of CBD-I, -K, or -N, or
were mock-treated (M). At 48 h post-infection, viral spread was quantified as the release of infectious
particles into the culture supernatants, as measured by an RT-qPCR. The result of a single experiment
carried out with triplicate samples is shown; error bars indicate standard deviations (SD). Similar
results were obtained in three separate experiments.

4. Discussion

The ongoing COVID-19 pandemic has caused almost 700 million confirmed SARS-CoV-
2 infections and approximately 7 million deaths (as of 20 April 2023) [27,28]. In addition to
the development of safe and highly effective mRNA and vector vaccines against severe
COVID-19 [29], finding new antiviral therapeutics remains a necessity. Non-vaccinated,
not fully vaccinated and certain vaccinated individuals, such as older people, persons
with comorbidities, and patients with immunodeficiencies, are high-risk groups for severe
COVID-19, hospitalisation, and death [30,31]. Therefore, effective, globally available and
relatively cheap COVID-19 treatment strategies, both those that inhibit virus replication
and those that mitigate SARS-CoV-2-mediated immune system overreaction, are being
investigated by scientists and pharmaceutical companies all over the world. Moreover,
such strategies may be insensitive to acquired mutations in the SARS-CoV-2 genome, and
thus to the emergence of new genetic variants with a different phenotype, which may result
in higher transmissibility and virulence, as well as potential resistance to existing vaccines.

Currently, in the European Union, several drugs have been approved for the treat-
ment of COVID-19: remdesivir (Gilead Sciences, Foster City, CA, USA), PF-07321332, and
ritonavir (Pfizer, New York, NY, USA), and monoclonal antibodies, such as sotrovimab
(GlaxoSmitkKline, Brentford, UK), casirivimab/imdevimab (Roche, Basel, Switzerland),
regdanvimab (Celltrion, Yeonsu-gu, Republic of Korea), and tixagevimab/cilgavimab
(AstraZeneca, Cambridge, UK) [32]. However, it should be highlighted that all the above-
mentioned therapeutics (i) act directly against SARS-CoV-2 replication, i.e., remdesivir [33],
PF-07321332, and ritonavir [34], or (ii) block virus entry to the host cells, i.e., monoclonal
antibodies [35], and should be implemented as part of therapy within 1-5 days of the
onset of symptoms to mitigate virus replication, spread, and pathogenesis, and to block
the SARS-CoV-2-mediated overreaction of the immune system, which leads to severe
acute respiratory syndrome. In addition, these drugs are recommended for SARS-CoV-2-
infected patients who belong to the severe COVID-19 risk group in the first stages of viral
infection [36]. Patients with a mild-to-moderate SARS-CoV-2 infection course are mainly
treated symptomatically (e.g., via NSAID administration) [37-39]. The combination of
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direct antiviral compounds, such as CBD, with general anti-inflammatory drugs, such as
ibuprofen, ketoprofen, and/or naproxen, may have beneficial effects on COVID-19 therapy
in patients with mild and severe infection courses. At the same time, it should be noted
that potential adverse drug events and drug-drug interactions with medical CBD may
occur (i.e., simultaneous administration of CBD and naproxen affect CYP2C8/9), which
may increase the risk of side effects related to the substrate; thus, monitoring for adverse
effects and toxicity is needed [40]. Our study showed that the molecular consortia of CBD
with NSAIDs did not have any cytotoxic effect in vitro, which may suggest that they are
a safe alternative that does not impact the CYP450 enzymes implicated in the primary
metabolism and biotransformation of most therapeutic agents and xenobiotics.

The antiviral activities of CBD have been confirmed by many scientific groups, which
have also discussed potential antiviral mechanisms. Nguyen et al. observed that CBD
and its metabolite 7-OH-CBD inhibit SARS-CoV-2 replication in lung epithelial cells by
inhibiting viral gene expression in part via the upregulation of the host IRE1 alpha RNase
endoplasmic reticulum stress response, as well as via interferon signalling pathways [41].
At the same time, Corpetti et al. demonstrated that CBD blocked SARS-CoV-2 S protein-
induced cytotoxicity and inflammation through PPARy-dependent suppression of proin-
flammatory agent signalling. In addition, the authors demonstrated that CBD inhibits S
protein enterotoxicity by blocking the expression of interleukin 1 beta, interleukin 6, tumour
necrosis factor alpha, and interleukin 18 [42]. Moreover, van Breemen et al. focused on the
SARS-CoV-2 S protein as a target for CBD and its derivatives, namely cannabidiolic acid
(CBDA) and cannabigerolic acid (CBGA). The authors demonstrated that CBDA and CBGA
significantly block SARS-CoV-2 entry into cells via high affinity with the receptor-binding
domain on the S1 subunit, which is responsible for the interaction with SARS-CoV-2 re-
ceptor ACE2 [43]. The following amino acids of the S1 subunit were essential for CBDA
interactions: R403, Y453, Y495, G469 and Y505. It is worth mentioning that these amino
acids are quite conserved and present in the S1 subunit of SARS-CoV-1 and SARS-CoV-2,
as well as in almost all genetic variants of SARS-CoV-2 (i.e., alpha, beta, and delta), which
means that CBD and its derivatives may be a universal anti-SARS-CoVs agent, independent
of the emergence of new genetic variants. Additionally, our study showed that the molecu-
lar consortia CBD-I and CBD-N significantly reduced SARS-CoV-2 viral entry, measured as
an inhibition of luciferase activity in a VSV bearing SARS-CoV-2 S protein pseudotypes.
Furthermore, we observed that the analysed consortia were characterised by similar levels
of ICsy, as observed by Nguyen et al., and were significantly lower than those presented
for CBDA and CBDG [41]. At the same time, the molecular consortium CBD-K did not
significantly affect the entry of SARS-CoV-2 to the cells, which may be explained by the
spatial hindrance caused by the two aromatic rings in its chemical structure. Interestingly,
in the case of SARS-CoV-1, only the molecular consortium CBD-N exhibited significant
inhibitory activity, with an ICsy below 1 ng/mL. This may be explained by the fact that the
amino acids interacting with CBD are identical among the SARS-CoVs; however, in general,
the S protein among the SARS-CoVs is 76% identical and 86% similar. The mutations in the
receptor-binding sites of the S protein in the SARS-CoVs may result in different interactions
with other proteins or small compounds with inhibitory activity. The use of linkers in
the chemical structure of CBD-NSAID molecular consortia may potentially expand the
specificity of the analysed compound to all emerging coronaviruses.

Our study had certain limitations. For example, the chosen cell culture model could
not represent the inflammation process, and we could not check the anti-inflammatory
activities of the CBD-NSAID molecular consortia. At the same time, at least one NSAID,
(i.e., naproxen) exhibited broad anti-influenza virus activity by inhibiting nucleoprotein
binding to RNA and impeding viral nucleoprotein nuclear export [44—46]. In our study,
we did not find any effect of CBD-N on IAV replication, which means that the CBD-N
molecular consortium does not interact directly with the IAV nucleoprotein, probably due to
its size, but it may still have anti-inflammatory activity. The study of the anti-inflammatory
activities of the synthesised CBD-NSAIDs should be continued using mice models.
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5. Conclusions

Generation of bifunctional molecular consortia consisting of CBD and NSAIDs may
result in a compound with higher antiviral activity. Simultaneously, it should be noted
that some combinations of CBD and NSAIDs may result in the loss of their activity, due to
the spatial hindrance and the impossibility of interaction with SARS-CoVs spike proteins.
Therefore, the generated compounds should be carefully analysed with all available tools
and models in the context of antiviral as well as anti-inflammatory activities. Further
studies on the activity of CBD-NSAID molecular consortia should be continued with more
complex models and in vivo models.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/pathogens12070951/s1, Figure S1: The IR spectra of synthe-
sized CBD-NSAID molecular consortia; Figure S2: The UV-VIS spectra of synthesized CBD-NSAID
molecular consortia; Figure S3: Effect of the CBD-NSAID molecular consortia on the influenza A
virus (IAV) replication. The cells were infected with 100 ug/mL CBD-NSAIDs pretreated IAV PR8
at an MOI or mock treated. At 48 h post infection, the cells were fixed and stained with anti-IAV
antibodies, corresponding secondary antibodies conjugated with FITC, and DAPI; Figure S4: Effect
of the CBD-NSAID molecular consortia on the structural proteins of influenza A virus (IAV). The
cells were infected with CBD-NSAIDs pretreated IAV PR8 at an MOI 0.01 and then incubated with
100 pg/mL CBD-I, -K, or -N or mock-treated. At 48 h post infection, the supernatant was collected
and the IAV was concentrated on the sucrose cushion, denaturated at 95 °C for 5 min and then
transfer on the nitrocellulose membrane. The, IAV proteins were stained with anti-IAV antibodies
(Merck, Germany) and corresponding secondary antibodies coupled with horse radish peroxidase.
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Emerging viruses, such as novel influenza A viruses (IAV) and severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2), pose a constant threat to animal and human health. Identification of host cell factors necessary for
viral replication but dispensable for cellular survival might reveal novel, attractive targets for therapeutic
intervention. Proteolytic activation of IAV hemagglutinin (HA) and SARS-CoV-2 spike protein (S) by the type II
transmembrane serine protease (TTSPs), e.g. TMPRSS2 is sought to be critical for viral spread and pathogenesis.
Here, we investigated the secondary structure of TMPRSS2 mRNA coding sequence and designed TMPRSS2-
specific antisense oligonucleotides (ASOs). Several of these ASOs markedly reduced the TMPRSS2 expression and

decreased IAV infection and SARS-CoV-2 entry into cells.

1. Introduction

Emerging viruses, such as influenza A viruses (IAVs) and severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) pose a permanent
and evolving threat to both animal and human health. Several antiviral
drugs can inhibit IAV replication, spread and pathogenesis, including
inhibitors of the IAV neuraminidase, such as oseltamivir, zanamivir, and
peramivir (Batool et al., 2023). However, the emergence of antiviral
resistance to neuraminidase inhibitors underlines the need for novel
anti-IAVs therapies. Monoclonal antibodies, protease inhibitors, RNA
polymerase inhibitors, and host cell entry inhibitors are being developed
for treatment of SARS-CoV-2 infection (Murakami et al., 2023; Yuan
et al.,, 2023) and the nucleoside analogs remdesivir and molnupiravir,
and the Mpro inhibitor paxlovid are already successfully used to treat
coronavirus disease 2019 (COVID-19) (Zur et al., 2024). These drugs
target viral proteins and are thus susceptible to resistance development
and active against a limited spectrum of coronaviruses, which un-
derlines the need for broad spectrum antivirals for pandemic
preparedness.

Type II transmembrane serine proteases (TTSPs), including
TMPRSS2, TMPRSS3, DESC-1, MSPL, TMPRSS11a, are a family of serine

* Corresponding author.
E-mail address: pzmora@ibch.poznan.pl (P. Zmora).

https://doi.org/10.1016/j.virol.2024.110218

proteases that are anchored to the cell membrane. These proteases play
essential roles in various physiological processes, including digestion,
immune response, and tissue remodeling (Bugge et al., 2009; Choi et al.,
2009; Menou et al., 2017; Shin and Seong, 2017; Szabo et al., 2003). In
addition, TMPRSS2 and other TTSPs have been shown to cleave the
surface proteins of diverse respiratory viruses, including the hemag-
glutinin (HA) of IAVs and the spike (S) proteins of the coronaviruses,
SARS-CoV-1, SARS-CoV-2, MERS-CoV, HCoV-229E (Bertram et al.,
2010; Bottcher et al., 2006; Gierer et al., 2013; Glowacka et al., 2011;
Hoffmann et al., 2020a; Matsuyama et al., 2010; Shirato et al., 2013;
Shulla et al., 2011; Steinhauer, 1999; Zmora et al., 2014, 2015, 2018).
HA and S proteins are synthesized as inactive precursor proteins and are
converted into their activate forms by proteolytic cleavage, a process
that is termed priming or, for historic reasons, activation. Activation is
essential for IAV and coronavirus infectivity and the responsible pro-
teases are attractive targets for antiviral intervention. Importantly,
TMPRSS2 was not only shown to activate IAV and coronaviruses in cell
culture but knock-out of TMPRSS2 was reported to protect mice from
spread and pathogenesis of several I[AVs (Hatesuer et al., 2013; Lambertz
etal., 2018, 2019, 2020; Tarnow et al., 2014) and the highly pathogenic
coronaviruses SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 and MERS-CoV
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(Iwata-Yoshikawa et al., 2019, 2022). Thus, TMPRSS2 seems to be an
essential host factor for several IAV and coronaviruses and the finding
that knock-out of TMPRSS2 is not associated with a phenotype in the
absence of infection (Kim et al., 2006) suggests that this protease can be
targeted for therapeutic intervention without inducing major unwanted
side effects.

Protease inhibitors like camostat and nafamostat, were developed for
indication unrelated to infection but were subsequently shown to inhibit
TMPRSS2 (Fujimoto et al., 2022; Hoffmann et al., 2020b; Kim et al.,
2023; Kinoshita et al., 2022; Seccia et al., 2023; Tobback et al., 2022;
Zhuravel et al., 2021). Although some evidence was obtained that such
inhibitor can be used for treatment of IAV infection (Lee et al., 1996;
Zhirnov et al., 2011), clinical evaluation of intravenous (IV) camostat
and nafamostat for COVID-19 treatment showed modest or no signifi-
cant benefit to patients (Gunst et al., 2021; Kim et al., 2023). However,
studies with animal models suggest that application of protease in-
hibitors directly to the airways via aerosolization can result in potent
antiviral activity and protect against COVID-19 (Iwata-Yoshikawa et al.,
2022; Li et al., 2021; Shapira et al., 2022). Furthermore, treatment of
COVID-19 patients with aerosolized aprotinin, a protease inhibitor
active against TMPRSS2 and other proteases, was shown to be suitable
for safe and effective COVID-19 treatment (Redondo-Calvo et al., 2022)
However, neither camostat nor nafamostat or aprotinin are specific for
TMPRSS2 and highly specific inhibitors are needed to further increase
safety and efficacy of therapeutic approaches.

Antisense oligonucleotide (ASO) allow to specifically target expres-
sion of host cell factors, thereby disrupting viral replication, and hold
therapeutic potential (Bajan and Hutvagner, 2020). Therefore, we
sought to determine the RNA secondary structure of the TMPRSS2
mRNA coding sequence, and to employ this information to design
TMPRSS2-specific ASOs, which were then to be tested for antiviral ac-
tivity. Here, we report TMPRSS2-specific ASO that reduce [AV infection
and cell entry of SARS-CoV-2.

2. Material & methods
2.1. Oligonucleotide synthesis

5-FAM labeled DNA primers for reverse transcription in SHAPE ex-
periments and 2-O-methyl-LNA antisense oligoribonucleotides were
synthesized on a BioAutomation MerMadel2 DNA/RNA synthesizer
using cyanoethyl phosphoramidite chemistry. The details of depro-
tection and purification of oligoribonucleotides were previously
described (Piasecka et al., 2019). Thin-layer chromatography (TLC)
purification of the oligonucleotides was carried out on Merck 60 F254
TLC plates with the mixture of 1-propanol/aqueous ammonia/water =
55:35:10 (v/v/v). Concentrations of all oligonucleotides were measured
with the UV spectrophotometer NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, Massachusetts, USA).

2.2. Preparation of target RNA fragments

RNA fragments for structure probing were prepared by in vitro
transcription from a DNA template prepared in a PCR reaction. The
sequence of interest was preceded by a T7 polymerase promoter
sequence and was used as a template for in vitro transcription with the
MEGAshortscript™ Kit (Ambion/Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
according to the manufacturer’s instructions. The sequence integrity of
the obtained PCR products that served as matrices for in vitro tran-
scription was verified by Sanger sequencing.

2.3. Chemical mapping
2 pmol of RNA was used for a single experiment. The RNA was folded

in a buffer containing 300 mM sodium chloride, 5 mM magnesium
chloride, and 50 mM HEPES, pH 7.5 for 5 min at 80 °C, and slowly
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cooled down for 30 min. After folding, the RNAs formed one band on
native agarose gels consistent with the formation of one structure. The
SHAPE method with N-methylisatoic anhydride (NMIA) was used to
modify flexible 2'0-hydroxyl of nucleotide residues. RNA was treated
with 8 mM NMIA for 60 min and incubated at 37 °C. A control reaction
was performed in the same conditions without reagent. Mapping reac-
tion was terminated by ethanol precipitation.

2.4. Primer extension and mapping data analysis

Chemically mapped nucleotides were identified by reverse tran-
scription, starting from proper 5-FAM labeled primers specific to tested
RNAs. Some of the primers contained LNA-modified nucleotides that
raise the stabilities of RNA-DNA duplexes, simultaneously increasing
transcription efficiency. A reverse transcription reaction was performed
using SuperScript III First-Strand Synthesis system (Invitrogen, Wal-
tham, MA, USA). For each reaction, 2 pmol of RNA and 1 pmol of the
primer were used. Primer extension reactions were performed at 55 °C
for 90 min with reverse transcriptase SuperScript III. Reactions were
terminated by ethanol precipitation. For every probe, one ddNTP ladder
was prepared. The final DNA product was separated by capillary elec-
trophoresis using ABI 3130x] Genetic Sequencer (Thermo Fisher Scien-
tific, Waltham, Massachusetts, USA). The readout was performed in the
Laboratory of Molecular Biology Techniques at the Adam Mickiewicz
University, Poznan, Poland. Chemical mapping data, such as ABI files,
were analyzed with QuShape. Reactive nucleotides were recognised by
comparing dideoxy sequencing ladders along with a mass marker. The
2% of the highest peaks were excluded and the next 8% of the peak
intensities were used to calculate the average value. To receive proper
nucleotide reactivity, all peak intensities were divided by the average.
Reactivities were normalized on a scale of 0-1.5, where 0 suggests not
reactive and 1.5 is highly reactive. Reactivities >0.7 are considered as
strong, 0.3-0.7 as medium, and <0.3 as weak. Nucleotides with no data
were indicated as —999. Normalized SHAPE reactivities from each
primer extension reaction were processed independently. All calculated
data were used for secondary structure prediction with RNAstructure
6.4 software. For all mapping experiments, at least three datasets were
collected.

2.5. Cells and viruses

Calu-3 (ATCC HTB-55), Caco-2 (ATCC HTB-37) and genetically
modified Vero-E6 cells with stable TMPRSS2 expression (Vero-
TMPRSS2) were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM,
Gibco). All media were supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS), 1x PS (100 U/ml of penicillin and 100 pg/ml of streptomycin) and
cells were cultured at 37 °C in a 5% CO5 humidified incubator. All cell
lines were regularly checked for mycoplasma contamination. Every
third to fourth passage Vero-TMPRSS2 culture medium was supple-
mented with 50 pg/ml blasticidin. The influenza A virus A/PR/8/34
(H1N1) was reconstituted with 8-plasmid system in MDCK cells. Cell-
free supernatants of virus stocks were kept in aliquots at —80 °C.

2.6. Cytotoxicity of TMPRSS2 mRNA targeting ASOs

For the cell viability assays, Calu-3 (ATCC HTB-55), Caco-2 (ATCC
HTB-37) and Vero-TMPRSS2 cells were seeded in 96-well plates at a
density of 2 x 10° cells/mL and incubated overnight at 37 °C and 5%
CO». After 24 h cells were washed with warm PBS and incubated with
ASOs or positive (TMPRSS2 siRNA, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) and negative (scramble siRNA, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) controls. The cell viability was
measured after 48 h using the CellTiter-Glo® Assay (Promega, Madison,
Wisconsin, USA) according to the manufacturer’s recommendations.
After 10 min of incubation with 50 pl of reagent, the lysates were
transferred to white 96-well plates and the luminescence (200-300 nm)
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in each well was measured using the Hidex Sense Plate Reader (Hidex,
Turku, Finnland). In this assay, the luciferase activity is directly pro-
portional to the number of living cells and results were compared to
those obtained with cells exposed only to culture medium.

2.7. Effects of ASOs on IAV infection and TMPRSS2 expression

Calu-3 (ATCC HTB-55), Caco-2 (ATCC HTB-37) and Vero-TMPRSS2
cells were seeded in 24-well plates at 2 x 10° cells/ml and after a 24
h incubation at 37 °C, transfected using Lipofectamine™ 2000 Trans-
fection Reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA). For this, 2.5 pl of Lipofectamine (2000) was diluted in 60 pl Opti-
MEM (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) and the mixture was
incubated for 10 min at room temperature (RT). Next, ASOs or
TMPRSS2/scramble siRNA were diluted with Opti-MEM and 60 pl of the
solution was mixed gently with Lipofectamine-Opti-MEM solution and
incubated for 20 min at RT. In general, the final concentration of ASOs
during transfection was 250 nM. After overnight incubation, the trans-
fection medium was replaced with standard culture media. For trans-
fection efficiency control, cells were transfected with 1 pg plasmid
coding for GFP and after 24 h post transfection we measured GFP
fluorescence. At 24 h post-transfection the cells were incubated in an
infection medium (DMEM supplemented with 0.2% BSA, 100 U/ml of
penicillin, and 100 pg/ml of streptomycin) containing A/PR/8/34
(H1N1) at an MOI of 0.01. After 1 h of incubation at 37 °C and 5% CO,
the infection medium was removed and the cells were washed with PBS,
and a fresh infection medium was added. Supernatants and cells were
collected after 48 h.

The number of viral RNA genome copies in the culture supernatants
was determined by qRT-PCR. For this, the viral RNA was isolated from
cell-free supernatants with NucleoSpin RNA Virus Kit (Macherey Nagel,
Duren, Germany) according to the manufacturer’s protocol. For the
determination of viral RNA copy numbers, the qRT-PCR was carried out
using an in house reagent kit with gene-specific primers, probe, reverse
transcriptase, and polymerase (Piasecka et al., 2019). The qRT-PCR
protocol consists of 20 min reverse transcription at 50 °C, 15 min pri-
mary denaturation at 95 °C, and 40 cycles of 94 °C denaturation for 15,
and annealing with extension at 60 °C for 60 s. The reaction was per-
formed using the BIO-RAD CFX96 Real-Time system (Bio-Rad, Hercules,
California, USA). To define the limit of detection (LOD) and to generate
a standard curve to calculate the absolute copy numbers from the cycle
threshold (Ct) value, 10-fold dilutions of previously described RNA
transcribed from an IAV template were used as standards. Six serial
dilutions starting from 3.6 x 107 total number of viral RNA genome
copies were used.

Subsequently, we analyzed the TMPRSS2 expression in the above-
mentioned cell lines treated with ASOs and infected with IAV. For
this, the total cellular RNA was isolated with NucleoSpin RNA Kit
(Macherey Nagel, Duren, Germany), according to the manufacturer’s
protocol. Then, the isolated RNA was reverse transcribed with Super-
Script IV Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) and Random Hexamers (Invitrogen, Waltham, MA,
USA) according to the manufacturer’s instructions. Next, qPCR was
carried out using TagMan™ Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) and specific assays:
Hs00237175_m1 (TMPRSS2) and Hs99999908_m1 (p-glucoronidase,
GUSB). The qPCR protocol consists of 2 min UNG incubation at 50 °C, 2
min primary denaturation at 95 °C, and 40 cycles of 95 °C denaturation
for 1 s, and annealing with extension at 60 °C for 20 s. The reaction was
performed using the BIO-RAD CFX96 Real-Time system (Bio-Rad, Her-
cules, California, USA). The TMPRSS2 expression fold change was
calculated based on the Ct values using 2 22“' method (Livak and
Schmittgen, 2001)
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2.8. ASOs mediated inhibition of SARS-CoV-2 virus entry

To evaluate the ASOs inhibition of SARS-CoV-2 virus entry by ASOs,
a luciferase encoding VSV vector, VSV*AG-FLuc (Zettl et al., 2020)
pseudotyped with SARS-CoV-2 S protein was used. For this,
VSV*AG-FLuc pseudotypes encoding GFP and firefly luciferase were
propagated in transgenic BHK-21 (G43) cells (kind gift of Prof. Gert
Zimmer, Institute of Virology and Immunology, Mittelhausern and Bern,
Bern, Switzerland). The VSV-G protein was expressed after mifepristone
induction. Next, HEK293T cells were transfected with plasmids encod-
ing SARS-CoV-2 S protein, pCG1-SARS-2-S (Hu.1) (Hoffmann et al.,
2020a) and transduced with VSV-pseudotypes. Supernatants were
removed after 1h incubation at 37 °C and cells were washed with warm
PBS. Neutralizing anti-VSV-G antibody, produced in I1-hybridoma cell
line (ATCC CRL-2700) was added to inactivate residual VSV-G and su-
pernatant containing VSV-SARS-CoV-2 S pseudotypes was harvested at
48 h post transduction. To examine the effect of the ASOs on the viral
entry into cells, the cell lines Calu-3, Caco-2 and Vero-TMPRSS2 were
seeded at 2 x 10* cells/well density on 96-well plates. At the next day,
cells were transfected with ASOs or positive/negative controls at a final
concentration of 250 nM, using Lipofectamine™ 2000 Transfection
Reagent, as described above. After overnight incubation the transfection
medium was replaced with standard culture medium. At 24 h
post-transfection the cells were incubated with VSV-SARS-CoV-2 S
pseudotypes for 1h at 37 °C. Next, fresh medium was added, and
luminescence was measured at 48h post transduction with ONE-Glo
substrate (Promega) on Hidex Sense plate reader (Hidex, Turku,
Finnland).

2.9. Statistical analysis

One-way ANOVA with the Tukey post-hock test was used to test
statistical significance of data originating from single representative
experiments performed in triplicate and independently repeated at least
three times. The statistical differences between tested groups are marked
with #P<, All statistical analyses were performed using GraphPad Prism
9 software.

3. Results
3.1. Secondary structure model of TMPRSS2 mRNA coding sequence

Chemical mapping allows obtaining data about single stranded re-
gions of RNA that are accessible to modifying reagents and double
stranded regions that are inaccessible to chemical modification.
TMPRSS2 mRNA coding sequence secondary structure was studied using
chemical mapping with NMIA, which modifies all accessible nucleotides
at the 2OH. The secondary structure of TMPRSS2 mRNA coding
sequence was chemically mapped in buffer A (300 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, 50 mM HEPES, pH 7.5) at 80 °C. NMIA reacted strongly with 217
and moderately with 372 out of 1590 nucleotides. Thus, 62.9% of nu-
cleotides showed only weak or no reactivity, indicating that the
TMPRSS2 mRNA coding sequence is highly structured in vitro. The data
from chemical mapping were uploaded into the RNAstructure 6.4 pro-
gram as described in Material and methods. The resulting base pairing
model for the TMPRSS2 mRNA coding sequence is presented in (Fig. 1).

The TMPRSS2 mRNA coding sequence structural model with the
lowest Gibbs free energy was selected as the final model structure. The
secondary structure of TMPRSS2 mRNA coding sequence is structured
and complex. The free energy is —561.0 J and several hairpins and in-
ternal bulges were identified. The 5’ and 3’ ends are unpaired. There are
four single-stranded regions longer than 7 nucleotides, modified by
NMIA reagent. There are also helical regions inside the structure that
cannot be mapped, including nucleotides 317-344, 651-703 and
1533-1590 (Fig. 1).

Based on the secondary structure obtained, ten specific ASOs
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Fig. 1. Self-folding of TMPRSS2 coding sequence mRNA by RNAstructure
6.4 using as constrains values: SHAPE reactivities converted to pseudo-
free energies. Sites of chemical modifications using the NMIA reagent, based
on reactivity data: strong (0.7>) and medium (0.7-0.3) reactivities are marked
on the structure in red and green, respectively.

Table 1
The designed TMPRSS2-specific antisense oligonucleotide used in this study.

2'OME ANTISENSE OLIGONUCLEOTIDES

RN29 UAU“UGU"UCU"UCGAAG
RN33 UUGGAGUCAUAAUUUG
RN34 UGGAUUGU'UAAGA
RN37 AGUU“CAAGUUGA

RN39 AUCCACUAUUCCUU
RN40 AGGAUGAAGU'UU
RN41 CACCGAUUCUCGUCC
RN43 uuutcuutAGUCUUU
RN44 GUUUUCAUAGUAAGG
RN45 CACGCAGUGGGCGGC

*L — LNA (Locked Nucleic Acid) modification.

(Table 1) were designed, nine of them targeting single-stranded regions
and one ASO, RN45, targeting a double-stranded region as a negative
control (Fig. 2). All ASOs were primarily 2'-O-methyl RNA, with several
also containing locked nucleic acid (LNA) nucleotides to stabilize
binding to target sequence. All designed ASO were fully complementary
to TMPRSS2 mRNA coding sequence.
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'RN29

'RN43
RN44

Fig. 2. Targets of ASOs in predicted secondary structure of TMPRSS2
mRNA coding sequence. Orange lines indicate regions targeted by ASOs. All
ASOs are complementary to the TMPRSS2 mRNA.

3.2. Inhibition of IAV infection by ASOs

First, all tested ASOs were tested for cytotoxicity in Vero-TMPRSS2,
Caco-2, Calu-3 cells employing CellTiter-Glo® Assay. None impacted
cell viability at 250 nM, the concentration employed for analyzing
antiviral activity (Fig. 3). In the context of Vero-TMPRSS2 cells, seven of
the ten ASOs tested showed significant inhibition of IAV replication,
which was determined using qRT-PCR in comparison to cells transfected
with commercially available scramble siRNA (negative control), as well
as cell treated with ASO RN45 targetting double stranded region of
TMPRSS2 mRNA secondary structure (Fig. 4a, left panel). The most
effective oligonucleotide was RN29, which inhibited IAV replication by
more than 10-fold. The ASOs RN34, RN40 and RN45 showed no sig-
nificant inhibitory effect. There are no statistically significant differ-
ences between IAV titer in cells transfected with ASOs RN29, RN33,
RN37, RN39, RN41, RN43, RN44 and positive control (cells transfected
with TMPRSS2 siRNA). In Caco-2 cells, five of ten tested ASOs, i.e.
RN33, RN34, RN39, RN41 and RN43 inhibited IAV infection with titer
reductions of 5-10-fold in comparison to the ASO RN45 and negative
control (scramble siRNA, Fig. 4b, left panel). We did not notice any
significant difference between RN33, RN34, RN39, RN41, RN43 and
positive control (TMPRSS2 siRNA). In Calu-3 cells all ten ASOs led to the
significant reduction in IAV titer (Fig. 4c, left panel). However, RN40
showed the best performance inhibiting IAV titer by more than 10-fold.
In addition, we found statistically significant differences between all ten
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Fig. 3. Cytotoxicity of ASOs.To analyze the potential unwanted cytotoxic
effect of ASOs, Vero-TMPRSS2 (a), Caco-2 (b) and Calu-3 (c) were treated with
ASOs or negative (NEG, scramble siRNA) and positive (POS, TMPRSS2 siRNA)
controls. The cell viability was analyzed at 48h post treatment using the
CellTiter-Glo Luminescent Cell Viability Assay Protocol (Promega). The results
of representative experiments performed with triplicate samples are shown.
Error bars indicate standard deviations (SD). Similar results were obtained in
tAhree independent experiments.

ASOs inhibiting IAV infection and positive (TMPRSS2 siRNA) as well as
negative (scramble siRNA) controls. Finally, we observed that only ASOs
RN33, RN39, RN41 and RN43 inhibited IAV infection in all tested cell
lines, suggesting that TMPRSS2 mRNA secondary structure may be cell
line dependent, and that only some conserved structural motifs are
present in all cell lines and can thus be efficiently targeted by ASOs.

3.3. Inhibition of TMPRSS2 expression by ASOs

We next analyzed the effect of ASOs on the TMPRSS2 expression.
Unfortunately, the expression of TMPRSS2 in the selected cells was too
low to be detected with immunoblotting (data not shown). Therefore,
we determined the level of TMPRSS2 transcript, since it was found that
ASOs can diminish mRNA levels by acting through the no-go decay
pathway (Liang et al., 2019). Using RT-PCR we observed that all ASOs
inhibiting IAV infection decreased the TMPRSS2 mRNA level in all
tested cell lines with similar efficiency as the positive control, TMPRSS2
siRNA (Fig. 4a, b, ¢, right panel). The RN45 ASO targeting double
stranded mRNA motif did not change the TMPRSS2 transcript level in
Caco-2 and Calu-3, as expected (Fig. 4b and c, right panel). To sum up,
we observed a correlation of TMPRSS2 expression interference and
antiviral activity of ASOs, confirming that ASOs mediated TMPRSS2
silencing underlies antiviral activity.

3.4. Inhibition of SARS-CoV-2 cell entry by ASOs

We finally investigated the effect of ASOs on the cell entry of SARS-
CoV-2 using VSV-pseudotypes bearing SARS-CoV-2 S protein. In this
system, entry efficiency is determined by measuring the activity of VSV-
encoded luciferase in cell lysates and the system adequately models
SARS-CoV-2 cell entry and its inhibition (Condor Capcha et al., 2021;
Nie et al., 2020; Schmidt et al., 2020; Zettl et al., 2020). Our analyses
demonstrated that in Vero-TMPRSS2 cells, seven of ten ASOs: RN29,
RN33, RN34, RN39 RN41, RN43 and RN45 markedly inhibited entry as
compared to the negative control (Fig. 5a, left panel). Interestingly, four
of ASOs: RN29, RN39, RN41 and RN43 showed almost ten fold inhibi-
tion. Furthermore, all ten ASOs displayed substantial inhibitory activity
in Caco-2 cells (Fig. Sb, left panel). In contrast, none of the ASOs
inhibited entry driven by VSV-G, indicating that inhibition of
SARS-CoV-2 S protein-driven entry was specific (Fig. 5a and b, right
panel). Finally, we were unable to transduce the Calu-3 cells with pro-
duced VSV-SARS-CoV-2 S pseudotypes, likely due to insufficient titers.
The differences between IAV infection and VSV-based pseudotypes
transduction efficiency may be also an answer for the differences in the
number of particular ASOs inhibiting IAV infection and
VSV-pseudotypes transduction in Caco-2 cells. Also, the differences in
the infection and transduction conditions may affect the TMPRSS2
structure and cause above mentioned discrepancies. However, experi-
ments with SARS-CoV-2 entry into cells confirmed that TMPRSS2 mRNA
structural motifs specific for ASOs RN33, RN39, RN41 and RN43 are
conserved and may constitute targets to inhibit virus entry into cells.

4. Discussion
ASOs are artificial single-stranded fragments of DNA or RNA, typi-

cally ranging from 12 to 30 nucleotides in length (Szabat et al., 2020),
which selectively bind to complementary regions and obstruct
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Fig. 4. Inhibition of influenza A virus infection and TMPRSS2 expression by ASOs. Vero-TMPRSS2 (a), Caco-2 (b) and Calu-3 (c) were transfected with ASOs or
negative (NEG, scramble siRNA) and positive (POS, TMPRSS2 siRNA) controls and infected with influenza virus A/PuertoRico/8/34 at an MOI 0.01. Copy number of
viral RNA in supernatant (left panel) and TMPRSS2 expression in cells (right panel) were determined by RT qPCR. The results of representative experiments per-

formed with triplicate samples are shown. Error bars indicate standard deviations (SD). Similar results were obtained in three independent experiments.

with different superscript letters differ p < 0.05.

expression of target genes through diverse mechanisms. The primary
categories of ASOs based on their mode of action include steric blockers
of translation, modulators of splicing, and recruiters of protein factors
(e.g., RNase H), leading to the degradation of the target RNA (Bajan and
Hutvagner, 2020). The modulatory effect of ASOs is determined by the
functions of the target RNA and the selected interaction site,

abe _ yalues

emphasizing the importance of predicting the RNA secondary structure
in the design process. This prediction aids in identifying local structures
and conserved motifs accessible to ASO hybridization. Several factors,
including pharmacokinetics, toxicity and delivery method, can influence
the activity of ASOs on their intended RNA targets. Therefore, the design
of specific ASOs should consider these factors to optimise the
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Fig. 5. Inhibition of SARS-CoV-2 entry by ASOs.

ASOs or negative (NEG, scrambled siRNA) and positive (POS, TMPRSS2 siRNA) controls were transfected into the indicated cell lines at 250 nM final concentration.
Subsequently, the Vero-TMPRSS2 (a) and Caco-2 (b) cells were transduced with VSV-pseudotypes bearing SARS-CoV-2 S protein (left panel) or VSV-G (right panel)
for 1h. Next, fresh medium was added and luciferase activities in cell lysates determined at 48 h post transduction. The results of a single experiment carried out with
triplicate samples are shown; error bars indicate standard deviations (SD). Similar results were obtained in three separate experiments. ®>¢ - values with different

superscript letters differ p < 0.05.

therapeutic efficacy in cells (Bennett and Swayze, 2010).

TMPRSS2 constitutes a potential target for therapeutic intervention.
Here, we analyzed the secondary structure of the TMPRSS2 mRNA and
the ability of ASOs directed against TMPRSS2 to inhibit IAV and coro-
navirus infection. The current investigation of the TMPRSS2 coding
sequence suggests that the RNA secondary structure might have func-
tional relevance in vitro. The secondary structure plays a crucial role in
determining RNA function. RNAs exhibit a significant inclination to self-
folding, resulting in the formation of intricate structural motifs (Hendrix
et al., 2005). In our research, we obtained the secondary structure of the
TMPRSS2 coding sequence using recognised in vitro experimental
methodology and bioinformatics software, as well as selected potential
targets for ASOs (Fig. 1). Experimentally identified, thermodynamically
stable motifs offer a unique understanding of the folding landscape of
TMPRSS2 mRNA. Such in vitro RNA structure determinations appear to
be valuable for the consideration of accessible targets within TMPRSS2
mRNA and could potentially remain suitable for intervention within
other members of the TTSP family, where potentially conserved struc-
tural motifs could exist.

RNA structural motifs featuring extensive unpaired nucleotide
stretches, including internal loops and bulges, multibranch loops, long
hairpin loops and extended terminal single-stranded regions, appear to
be advantageous targets for ASOs (Svoboda and Di Cara, 2006). The
TMPRSS2 mRNA coding sequence secondary structure contains many
hairpins with varying helix and loop lengths (see Fig. 2). RNA hairpins
constitute a common structural element in biologically essential RNAs
and serve diverse functions in nature. They could possibly act as
recognition sites for RNA-protein and RNA-RNA intermolecular in-
teractions (Emory et al., 1992; Li et al., 2014) and offer protection to
RNA from degradation (Uhlenbeck, 1990). Additionally, hairpin motifs

serve as initiation points during the folding of more complex RNA
structures. Notably, the process of forming these hairpin structures can
progress within tens of microseconds (Crothers et al., 1974) and provide
a high level of thermodynamic stability for a given motif; for instance, a
single GC pair can stabilize a helix by 3 kcal/mol at 37 °C (Xia et al.,
1998).

A limited number of publications describe the use of TMPRSS2-spe-
cific ASOs. Bottcher-Friebertshauser and coworkers designed an anti-
sense peptide-conjugated morpholino oligomer targeting TMPRSS2,
which inhibited spread of IAV and SARS-CoV-2 in Calu-3 by interfering
with TMPRSS2 splicing (Bestle et al., 2020; Bottcher-Friebertshauser
et al.,, 2011). In research conducted in 2023, Qiao and colleagues
designed ASOs targeted against the SARS-CoV-2 genome and host entry
factors ACE2 and TMPRSS2 and tested for their ability to inhibit cellular
infection by SARS-CoV-2 (Qiao et al., 2023). Screening of ACE2 and
TMPRSS2 ASOs showed that targeting the ACE2 and SARS-COV-2 genes
strongly prevented infection. ASOs targeting TMPRSS2 showed no effi-
ciency; however, all designed ASOs targeted only noncoding sequences,
in contrast to our research, where ASOs targeted only coding sequences.
The authors suggest that, combined with the demonstrated success of
ASOs, the results support further research into the development of ASOs
targeting SARS-CoV-2 and host entry factors as potential COVID-19
therapeutics.

The inhibitory effect of designed ASOs may be connected to their
structure. All ASOs we designed were tested as completely 2-O methyl
modified RNA. However, RN29, RN34, RN37, RN40 and RN43 were
modified with several LNA substitutions. The introduction of 2-OMe
modification to RNA is recognised for enhancing its chemical stability,
preventing enzymatic degradation, elevating the affinity for RNA targets
and augmenting the thermodynamic stability of RNA duplexes (Braasch
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et al., 2003; Geary et al., 2015; Kierzek et al., 2006; Prakash et al.,
2005). In antisense strategies, chemical modifications are extensively
employed to bolster the stability of oligonucleotides, confer resistance to
nucleases, enhance target binding, diminish off-target effects and extend
overall activity (Piasecka et al., 2019).

The ASOs generally target predicted single-stranded regions with
adjacent stems predicted to be dynamic in protein-free TMPRSS2 mRNA
coding sequence particles. We observed that the antiviral activity of
some ASOs was cell-type dependent. The ability of ASOs to enter cells
and reach the target site within the cell influences their efficacy. Cellular
uptake is influenced by factors such as cell type, tissue-specific barriers
and the presence of cell membrane transporters. The highest scores for
the inhibition of IAV were obtained in Calu-3 cells, a human lung cancer
cell line commonly used in cancer research and drug development. Calu-
3 cells are epithelial with endogenous TMPRSS2 expression, and thus
can act as respiratory models in preclinical applications, in opposite to
Vero-TMPRSS2 and Caco2 cells, which are African green monkey kidney
epithelial cells and an immortalised cell line of human colorectal
adenocarcinoma, respectively. The cellular response to ASOs can vary
among different cell types and tissues. Factors such as the presence of
intracellular signalling pathways or immune responses may impact the
overall effects (Zupin et al., 2022).

We postulate that TMPRSS2-specific ASOs affect translational ma-
chinery or may lead to mRNA degradation. Even though the designed
ASOs are not aptamers—meaning they do not comprise DNA-RNA-DNA
strands so the recruitment of RNAse H does not occur—our observations
align with those of Liang and colleagues (Liang et al., 2019). Liang
demonstrated that ASOs can diminish mRNA levels by acting through
the No-Go Decay (NGD) pathway. The NGD mechanism triggers the
degradation of mRNA, which is characterised by a multitude of attached
and blocked ribosomes on one strand. This inhibition of translation
arises from the presence of stable intramolecular or intermolecular RNA
structures, enzymatic cutting or chemically damaged sequences. The
process of mRNA degradation is dependent on translation and necessi-
tates cleavage by endoribonucleases located upstream of the ribosome
aggregation sequence. The aggregation site must be positioned at least
105 nucleotides downstream of the start codon, with the cleavage site
occurring upstream of the aggregation site sequence likely situated be-
tween ribosomes.

To sum up, we have predicted the TMPRSS2 mRNA coding sequence
secondary structure and proved the antiviral activity of TMPRSS2-spe-
cific ASOs and showed some therapeutic potential of such compounds.
The inhibitory activity of designed ASOs should be further analyzed in
more complex models, including the mice challenges with IAVs and
SARS-CoV-2.
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ABSTRACT: Conjugation of organometallic entities to drug molecules is a \g\’:\"’j@’\"}
FOWO.
strategy that often results in products with new biological activity profiles o NN
compared to those of their progenitors. In this study, we utilized CuAAC and P s Ry
RuAAC reactions to synthesize a series of organometallic—erlotinib areer agort [T

. P . . . I\, 0. N, N, 0. N,
conjugates. Erlotinib is an important anti-non-small cell lung cancer drug [~ ! -0 1 p

L0 ~o NN O ~o NN °

N

with epidermal growth factor receptor tyrosine kinase (EGFR TK) inhibitory M A A
activity. Our studies show that ferrocenyl—erlotinib conjugates are more %\

: EGFR TKinhibitor
:  ROS generator

anticancer active than their ruthenocenyl and [Re,(u-Cl),(CO)q(p-1,2- g
diazine)] counterparts against lung cancer AS49 and Calu3 cells. Our most Ao ==
active conjugate, 3, demonstrates an ICs, value of 2.33 + 0.94 uM against o
erlotinib-resistant A549 cells. Its mechanism of anticancer action involves a s
combination of EGFR TK inhibitory activity and the capability to generate Spike protein

reactive oxygen species in lung cancer cells. Interestingly, one of the
anticancer-inactive ruthenocenyl—erlotinib conjugates showed inhibitory
activity toward the replication of influenza virus A/Puerto Rico/8/34 (HIN1) in MDCK cells. Furthermore, the same compound
inhibits the entry of coronavirus SARS-CoV-1 and -2 into host human HEK293T cells expressing ACE-2 and TMPRSS2. We
showed that this anticoronavirus activity results from the inhibition of ACE-2/TMPRSS2-driven spike protein proteolytic activation.
The question of whether the discovered virus entry inhibition mechanism involves direct binding of the conjugate to ACE-2 or
involves additional mediators, such as EGFR, remains open.

Bl INTRODUCTION target is the epidermal growth factor receptor (EGFR), a
transmembrane tyrosine kinase (TK) overexpressed in
NSCLC'” as well as in other cancer types."® It belongs to
the ErbB family, which activates several pathways involved in
cellular proliferation, including the mitogen-activated protein
kinase (MAPK) pathway and the phosphoinositide-3 kinase
(PI3K)/protein kinase B (Akt) pathway, and plays a significant
role in signal transduction and activation of transcription
(STAT) recruitment and phosphorylation."”

Four generations of anticancer-active EGFR TK inhibitors
can be distinguished,zo’21 with many belonging to the 4-
anilinoquinoline derivatives, such as the gefitinib and erlotinib
drugs,”** which are part of the first generation of TK
inhibitors. Genetic studies have shown that the susceptibility of
NSCLC cells to gefitinib and erlotinib is associated with
deletion mutations in exon 19 (resulting in the elimination of

Among more than 200 types of cancers, lung cancer accounts
for >11% of all cases, making it one of the most commonly
diagnosed types of cancer overall. On the basis of
histopathological classification, lung cancers are subdivided
into small cell lung cancer (SCLC) and non-small cell lung
cancer (NSCLC) groups, with the latter comprising 80% and
the former 20% of lung cancer cases in total.'

Beyond surgery, the most frequently recommended lung
cancer treatment options include radiation therapy, radio-
frequency ablation, immunotherapy, and chemotherapy.
Classic anticancer drugs such as cisplatin, carboplatin,
paclitaxel, docetaxel, gemcitabine, etoposide, or pemetrexed
are utilized alone or in combinations to treat early stage
NSCLC.”™” For the treatment of more advanced stages of the
disease, these drugs are combined or entirely replaced by
targeted drug therapy. Targeted NSCLC therapy is primarily

based on kinase inhibitors that block the signaling cascade Special Issue: Applied Organometallic Chemistry
activating proliferation pathways, thlez,)reby preventing tumor Received: April 15, 2024

growth, spread, and differentiation.” Accordingly, targeted Revised:  June 17, 2024

drug therapy utilizes drugs designed to target tumor cells Accepted: July 8, 2024

harboring mutations in specific genes such as KRAS,"' ALK,

13 " S S Published: July 22, 2024
ROSI,” BRAF, ™ RET, ~ and HER2. ° An important molecular
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Scheme 1. Synthesis of Compound 2
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the LREA amino acids close to the K745 ATP binding site),
point mutations in exon 21, and nucleotide substitutions in
exons 18—21 of the TK domain.”’ Both drugs act as ATP-
competitive inhibitors and are more cytostatic than cytotoxic.
The X-ray crystal structure of the EGFR TK domain in
complex with erlotinib confirmed that it binds in the ATP
binding pocket between the N-terminal and C-terminal
lobes.”»** Unfortunately, patients treated with erlotinib rapidly
develop resistance due to mutations in the ATP binding pocket
of the TK domain, highlighting the constant need for novel
drugs for lung cancer treatment.

In addition to cancer, viral respiratory infections are major
causes of lung diseases, most commonly caused by influenza A
viruses (IAVs), respiratory syncytial virus (RSV), and
coronaviruses such as the Middle East respiratory syndrome
coronavirus (MERS-CoV) and severe acute respiratory
syndrome coronaviruses (SARS-CoVs).”**” Recently, a new
lung-targeting betacoronavirus, SARS-CoV-2, caused a global
pandemic outbreak of coronavirus disease 2019 (COVID-
19).”® The spread of the pandemic was controlled due to a
global vaccination campaign, alongside the launch of new drug
development and drug repurposing campaigns against SARS-
CoV-2, yielding more or less promising compounds.”~**
Currently, three low-molecular weight drugs have been
formally approved by the Food and Drug Administration for
the treatment of COVID-19: remdesivir, molnupiravir, and
paxlovid (ritonavir/nirmatrelvir).>> The first is an inhibitor of
the viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp); the
second stops viral replication at the genome level, while the
third inhibits the virus’s 3C-like protease (3CLpro). Other
clinically used or recommended treatment options include, for
example, the repurposed drugs favipiravir, lopinavir, chlor-
oquine, and ivermectin.”

2506

Erlotinib has also been considered as an anti-SARS-CoV-2
agent in drug repurposing programs. Virtual screening and
molecular docking simulations identified it as an inhibitor of
3CLpro.*® However, in real bioassays, erlotinib did not
suppress entry of the virus into Calu-3 cells and demonstrated
no antiviral activity in Calu-3 and Vero E6 cell models.””
Conversely, when used in combination with sunitinib, erlotinib
showed weak inhibitory activity against SARS-CoV-2 in-
fection.”’

The organometallic modification of anticancer drugs is a
well-established strategy for the development of new
antitumoral agents,”*™** and erlotinib is no exception. It has
been shown that a gold(I)—erlotinib complex shows
pronounced activity against triple-negative breast cancer,”
erlotinib—boron conjugates displayed at least 3.3 times higher
anticancer activity against glioma cells than erlotinib itself,""**
and the '’Lu- and ®*Ga-radiolabeled erlotinib conjugates*®*’
are attractive scaffolds for nuclear medicine applications.*’

As part of our research program focused on organometallic—
drug conjugates,”*™>° we have recently reported on ferrocen-
yl—1,2,3-triazolyl-erlotinib conjugates.”’ Some of them were
more active than erlotinib against H1650, H1975, H139S, and
AS49 NSCLC cells and showed no toxic effect against
nontumoral bronchial epithelium BEAS-2B cells. The anti-
cancer mechanism of action of these conjugates was related to
oxidative stress and apoptosis induction.”'

The goals of this study were to combine the erlotinib drug
with two novel organometallic fragments, namely, the
ruthenocenyl (Rc) and [Re,(u-Cl),(CO)¢(u-1,2-diazine)]
entities, to modify the linker between the ferrocenyl (Fc)
and erlotinib units, and to test these new constructs against
model lung cancer cells. Anticancer activity studies were
augmented by EGFR kinase assay and docking studies.
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Scheme 3. Synthesis of Compounds 7 and 8
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Table 1. Photophysical Data for Compounds 9 and 10 in Air-Equilibrated CH,Cl, and (CHj,),SO (denoted with an asterisk) at
Ambient Temperature

compound Aaps (nm) [e (X10° M~ cm™)] Apy (nm) As¥ (nm) Ap* (nm) @, (+£10%) 7 (ns) 7 (ns)*
9 380 (7.4) 590 420 518 54 486 605
10 380 (8.0) 590 420 515 62 596 596
Moreover, the photoluminescence of rhenium complexes was Conjugates 3—6 were obtained as orange (3 and 4) or
investigated using steady-state spectroscopy. Due to the yellow (5 and 6) crystalline solids in 78%, 68%, 70%, and 74%
increasing importance of organometallic compounds as yields, respectively.
antiviral agents,”>”>® we also report herein on IAV replication To obtain conjugate 8, a two-step synthetic approach was
and SARS-CoVs entry inhibition studies for newly obtained applied (Scheme 3). The first step involved the CuAAC
organometallic erlotinib conjugates. reaction of Erlo with 2-azidoethylamine hydrochloride (D),
which afforded amine 7 in 61% yield. In the second step,
B RESULTS AND DISCUSSION intermediate 7 was reacted with ferrocenecarboxylic acid (E)

under Steglich reaction conditions®® to afford amide 8 as a
yellow crystalline solid in 61% yield.

Amine 7 was also utilized as the starting material for the
conjugation with dirhenium carboxylic acid F*' and G” to

Synthesis. Target compounds of this study are shown in
Schemes 2—4 and comprise ferrocenyl (3, 4, and 8),
ruthenocenyl (5 and 6), and rhenium (9 and 10) conjugates

of erlotinib (Erlo), respectively. In the preliminary stage of afford compounds 9 and 10 as yellow crystalline solids in 48%

work thus far unreported, 4-azidobutanoylruthenocene 2 was and 74% yields, respectively (Scheme 4).

obtained via the Friedel—Crafts reaction of ruthenocene (A) All synthesized compounds were characterized by g

and 4-chlorobutyryl chloride (B) followed by substitution of nuclear magnetic resonance (NMR), 13C NMR, and Fourier

chloride with azide in ketone 1 according to Scheme 1. transform infrared (FTIR) spectroscopy, high-resolution mass
To obtain metallocene conjugates 3 and §, both bearing a spectrometry, and elemental analysis. The resulting analytical

1,4-disubstituted 1,2,3-triazole moiety, the copper(I)-catalyzed data confirmed the proposed structures. The 'H NMR, *C
1,3-dipolar azide—alkyne cycloaddition (CuAAC) of azide C*’ NMR, and HRMS spectra of 1—-10 are shown in Figures S1—

or 2 with Erlo was applied.sh58 Likewise, 1,5-isomers 4 and 6 S30.

were synthesized with the ruthenium-catalyzed azide—alkyne Photophysical Characterization. The photophysical data

cycloaddition (RuAAC) reaction of Erlo and C or 2 with for compounds 9 and 10 in air-equilibrated CH,Cl, and

Cp*RuCl(PPh,), as the catalyst (Scheme 2).>” (CH;),SO (fluid solutions at ambient temperature) are listed
2507 https://doi.org/10.1021/acs.organomet.4c00145
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Figure 1. Electronic absorption (blue line) and luminescence (red line) spectra of 9 in CH,Cl, (left) and (CH,),SO (right).

Table 2. Cytotoxicity of Compounds 3—6, 8—10, and Erlo against Lung Cancer (A549 and Calu3) and Nontumorigenic

(HEK293T and MDCK) Cells”

ICso (uM)
compound HEK293T MDCK A549 Calu3
Erlo >100 >100 >100 0.69 + 0.23
15.70 + 1.95"
3 2.83 + 0.89 237 £ 325 2.33 + 0.94 44.60 + 18.81
4 3.46 + 2.04 249 + 3.33 6.56 + 5.87 6.13 + 0.35
S >100 >100 >100 >100
6 1693 + 1.23 2.04 + 2.09 >100 >100
8 33.12 + 6.29 >100 13.96 + 2.13 >100
9 >100 >100 >100 >100
10 >100 >100 >100 >100

“Cells were treated with compounds for 24 h. “Determined after a 48 h treatment time.

in Table 1. The representative ultraviolet—visible absorption
and emission spectra of 9 are shown in Figure 1. Both
examined [Re,(p-Cl),(CO)4(p-pyridazine)] conjugates fea-
ture absorption bands at ~380 nm (in CH,Cl,) or ~420 nm
[in (CH;),SO]. These bands are attributed to metal-to-ligand
[dz(Re)—n*(pyridiazine)] charge transfer states
(*MLCT).'~** At higher energies (~330 nm), an intense
absorption band assigned to the pyridazine intraligand 7—n*
transitions is present. Compounds 9 and 10 display a broad
unstructured emission with emission maxima around 590 and
515 nm in CH,Cl, and (CHj,),SO, respectively (Table 1).
This emission was assigned to phosphorescence from the
lowest >MLCT.®>** Consistent with this assignment are long
emission decay times (7) (Table 1).

Anticancer Activity. The cytotoxic activity of conjugates
3—6 and 8—10 was determined in human NSCLC A549 and
Calu-3 cells. The former cells were less susceptible to
erlotinib,*>°® while the latter cells were sensitive to it (Table
2). Furthermore, the antiproliferative activity of compounds
was examined in nontumorigenic human embryonic kidney
(HEK293T) and canine kidney (MDCK) cells. Cell viability
was determined with the CellTiter-Glo 2.0 assay after
treatment for 24 h, and the results were expressed as ICq,
values (Table 2). The choice of a 24 h treatment time was
motivated by the pharmacokinetic/pharmacodynamic proper-
ties of erlotinib in a human tumor model.” The most cytotoxic
were ferrocenyl conjugates 3 and 4, both of which showed
better activity against A549 cells than did Erlo. Noticeably, the
ICs of 3 against AS549 cells was 2.33 + 0.94 uM, which was

2508

much lower than that of Erlo (>100 M) in the same cancer
cells. In the case of erlotinib-sensitive Calu3 cells, only
compound 4 competes with Erlo in terms of activity. The third
ferrocenyl conjugate tested was 8. It showed moderate
anticancer activity in only AS49 cells. This result emphasizes
the amide linker as an antitumoral unfavorable structural motif
in cells assayed herein. Another undesirable result was that all
ferrocenyl conjugates and ruthenocenyl compound 6 showed
acute toxicity against nontumorigenic HEK293T and MDCK
cells. Ruthenocenyl compound § and [Re,(u-Cl),(CO)q(u-
pyridazine)] conjugates 9 and 10 were not active in either set
of cells tested.

EGFR TK Inhibition. Erlotinib is a noncovalent EGFR TK
inhibitor. Thus, we investigated the inhibitory activity of the
three most anticancer active ferrocenyl conjugates (3, 4, and 8)
with the EGFR kinase assay (Figure 2). We observed that all
assayed compounds inhibit the EGFR kinase activity in a dose-
dependent manner. All three ferrocenes showed inhibitory
activity already at the lowest concentration of 1 M, while Erlo
was not active at the same concentration. The strongest
suppressions of enzymatic activity were found for compound 3,
and the weakest for amide conjugate 8. At a concentration of
10 uM, compound 3 inhibited ~80% and 8 ~40% of kinase
activity. Kinase assay results show that all assayed ferrocenyl
conjugates are weaker inhibitors than erlotinib. However, their
inhibitory activity differs with the structure of the linker
connecting the erlotinib and the ferrocenyl end groups. We
investigated this problem with docking studies.

https://doi.org/10.1021/acs.organomet.4c00145
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Figure 2. Inhibitory effect of Erlo, 3, 4, and 8 on EGFR TK activity.
Error bars represent standard deviations (SD), and *P < 0.05 in
comparison with the control.

Docking Studies. The Erlo binding site in the EGFR TK
domain lies at the junction between the N-lobe (above) and C-
lobe (below) (Figure 3A), where the ether substituents of
quinazoline are directed toward the solvent, while the
ethynylbenzeneamine moiety is buried within a small hydro-
phobic pocket. Upon addition of a bulky “barrel’-shaped
ferrocenyl moiety in 3 (Figure 3B), despite displaying an
orientation of the quinazoline nuclei similar to that of Erlo, the
aniline now projects toward an adjacent, broader cleft. This

conformation facilitates the formation of new m—z and
cation—r interactions with the triazole ring of compound 3
(Figure 3F). However, because the new interactions are made
at the expense of the loss of the most prominent interaction of
the quinazoline ring, a hydrogen bond with Met’® (Figure
3E), the overall effect is unfavorable, as reflected by the
docking score of compound 3 (72.0) being lower than that of
Erlo [74.5, for a docked pose with a root-mean-square
deviation (RMSD) of 1.31 A relative to the crystallographic
structure]. For compound 4, the 1,5-substitution pattern
prevents the aniline and the quinazoline ring from aligning as
in the original position of Erlo (Figure 3C). This orientation
results in a hydrogen bond forming between one of the ether
oxygens and Cys’”?, while the aniline (not the triazole, as seen
with compound 3) engages in a 7—7 interaction with Phe®”
(Figure 3G). Overall, this modification appears to be even less
favorable for activity compared to the 1,4-substitution pattern
found in compound 3, with a resulting docking score of 67.0.
For compound 8, although the hydrogen bond with Met’® is
maintained as seen in Erlo and the H-bond between the
triazole and Lys”*' (Figure 3H) is present, the resulting score is
significantly lower (63.2) than those for the other compounds.
This probably results from penalties applied by the scoring

function, because the docking program will account for steric
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Figure 3. Surface representation of the kinase domain of the epidermal growth factor receptor (Protein Data Bank entry 1M17), highlighting the
superposition of the crystallographic pose of (A) Erlo (green carbons), (B) 3 (blue carbons), (C) 4 (purple carbons), and (D) 8 (orange carbons).
Two-dimensional diagrams of the ligand—EGFR interactions for (E) Erlo, (F) 3, (G) 4, and (H) 8. Diagrams were generated from the three-
dimensional docked/crystallographic poses at the ligand site of EGFR using PoseView.” Dashed black lines correspond to hydrogen bonds, green
dashed lines to 7—7 or cation—7 interactions, and solid green arches to hydrophobic interactions.
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clashes/internal torsion stralns to express a poor geometry in
the predicted binding mode.”® As depicted in Figure 3D, in
contrast to the other compounds, the triazole of compound 8
partially overlaps with the surface model of the EGFR protein.
This could be due to the more restricted rotation of the amide
bond, necessitated to better accommodate the bulky ferrocenyl
group in the protein binding site. In line of evidence provided
by the kinase inhibitory assay, docking results suggest that
replacing a ketone-containing linker with an amide-containing
one is less favorable for the binding to the TK domain.
Influence of ROS Generation on Anticancer Activity.
Ferrocenyl compounds often act as generators of reactive
oxygen species (ROS) for cancer cells. An increased ROS
concentration induces oxidative stress, which results in cell
death.’>*"7%7" Free radical scavengers such as N-acetyl
cysteine (NAC) are known to circumvent the deleterious
effects of ROS. Therefore, we used a CellTiter-Glo 2.0 cell
viability assay to investigate whether the cytotoxic activity of
ferrocenyl—erlotinib conjugates 3, 4, and 8 can be suppressed
by the NAC in A549 cells (Figure 4). Because the mechanism
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Figure 4. Influence of NAC (3 mM) on the cell viability of lung
cancer A549 cells treated with Erlo, 3, 4, and 8. Increased (1, 10, and
100 4M) concentrations of ferrocenyl conjugates were used. Error
bars represent standard deviations (SD), and *P < 0.0S in comparison
with the control (C) treated cells.

of action of Erlo is not based on ROS generation, the presence
of NAC did not influence cell viability. Unlike that of Erlo, the
activity of 4 and 8 was decreased at each concentration by
NAC (Figure 4). In the case of 3, the protective effect of NAC
can be seen only at complex concentrations of 1 and 10 uM. At
the highest concentration tested (100 uM), the activity of 3
was so high that NAC could not prevent it. In summary, we
can conclude that the cytotoxic effect of ferrocenyl—erlotinib

conjugates in tested lung cancer cells has a contribution related
to ROS and oxidative stress generatlon This observation is
consistent with the literature.’

Antiviral Activity of Organometallic—Erlotinib Con-
jugates. Recent reports have shown that erlotinib exerts some
activity against SARS-CoV-2°" and hepatitis B virus.””
Additionally, various classes of organometallic compounds
have been reported to exhibit anti-SARS-CoV-2 activity.”>~>°
Inspired by these findings, we selected noncytotoxic conjugates
S, 9, and 10 for further evaluation as antiviral agents against
influenza A and SARS-CoV-1 and -2 viruses. Our initial
investigation focused on the impact of these compounds on
the replication of the replication-competent influenza virus A/
Puerto Rico/8/34 (HIN1) in MDCK cells. At concentrations
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of 10 and 100 uM, both Erlo and ruthenocenyl conjugate S
reduced the IAV PRS virus titer in MDCK cells (Figure ).
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Figure S. Effect of Erlo, $, 9, and 10 on the replication of IAV PR8
virus in MDCK cells. Error bars represent standard deviations (SD),
and *P < 0.0S in comparison with the control (C) treated cells. FFU,
focus forming units.

Notably, compound § was significantly more effective as a virus
replication inhibitor than Erlo, reducing the virus titer by >10-
fold compared to that of the control. In contrast, rhenium
conjugates showed no inhibitory activity.

A recent report showed that EGFR-mediated 51gnahng is
activated by the SARS-CoV-2 spike protein (S).”> This
compelling discovery prompted us to investigate the effects
of Erlo and conjugates S, 9, and 10 on the entry of SARS-CoV-
1 and -2 coronaviruses into HEK293T host cells. In our assays,
we used pseudotypes of the vesicular stomatitis virus (VSV)
that carried either the SARS-CoV-1/2 S or VSV-G protein.”*
These VSV pseudotypes served as vectors to transduce EGFR-
expressing HEK293T cells. In addition, the transduced
HEK293T cells also expressed angiotensin-converting enzyme
receptor 2 (ACE-2) and transmembrane protease serine 2
(TMPRSS2), two proteins that are crucial for the entry of the
virus into host cells.”> Our observations revealed that Erlo and
ruthenocenyl compound § selectively reduced the level of
entry of SARS-CoVs, without affecting VSV-G-driven trans-
duction (Figure 6). Simultaneously, rhenium conjugates 9 and
10 reduced luciferase activity in cells transduced with SARS-
CoV-1 and VSV pseudotypes but did not affect cells
transduced with SARS-CoV-2. These findings suggest that
Erlo and compound § may possess antiviral potential, which is
specific to emerging coronaviruses and likely related to their
interaction with the essential host cell proteins ACE-2 and
TMPRSS2 required for viral entry.

Examination of S—ACE-2 Interaction in the Presence
of Erlotinib Conjugates. The early pathway’® of the entry of
the SARS-CoV particle into host cells involves binding of the
receptor binding domain (RBD) of the viral spike (S) protein
to the N-terminal helix of the ACE-2 receptor. This step is
followed by the proteolytic activation of the S protein,
facilitated by TMPRSS2 and furin, leading to the fusion of
the virus with the host cell cytoplasm.” To examine whether
Erlo, 5, 9, and 10 may inhibit the S—ACE-2 interaction, an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used.”
Among these compounds, 5, 9, and 10 were all found to be
inactive in these experiments while Erlo displayed ~40%
inhibitory activity at the highest concentration tested (100
uM) (Figure 7).

Study of the Proteolytic Cleavage of the S and HA
Protein by TMPRSS2. The fusion between the viral and host
cell membranes is mediated by the SARS-CoV S protein or the
hemagglutinin (HA) of IAV. Both proteins belong to the class

https://doi.org/10.1021/acs.organomet.4c00145
Organometallics 2024, 43, 2505—2519


https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.organomet.4c00145?fig=fig4&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.organomet.4c00145?fig=fig4&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.organomet.4c00145?fig=fig4&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.organomet.4c00145?fig=fig4&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.organomet.4c00145?fig=fig5&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.organomet.4c00145?fig=fig5&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.organomet.4c00145?fig=fig5&ref=pdf
https://pubs.acs.org/doi/10.1021/acs.organomet.4c00145?fig=fig5&ref=pdf
pubs.acs.org/Organometallics?ref=pdf
https://doi.org/10.1021/acs.organomet.4c00145?urlappend=%3Fref%3DPDF&jav=VoR&rel=cite-as
48698
Podświetlony


Organometallics

pubs.acs.org/Organometallics

~ 104
3 SARS-CoV-1 S
s .
L * I
8 * * [ * % x
g 103 1 - *
<9
]
g
=
= 10
c~g§|c—g§|c—g§|c—e§| uM
Erlo 5 9 10
~ 10¢
2_ SARS-CoV-2 S
< ,
8 *
s1ellAp
]
5
3 102
C—sglc-gg‘c °°‘C"‘°°‘HM
Erlo 5 10
2 106
& VSV G
E 105\
= _
9
g 10
2 . .
£ 10 .
: AU
— 102
C~s§0~e§k~sgk~eghM

Erlo 9 10

Figure 6. Inhibition of the entry of SARS-CoV spike protein-driven
virus into HEK293T cells by Erlo as well as conjugates S, 9, and 10.
Error bars represent standard deviations (SD), and *P < 0.05 in
comparison with the control (C) treated cells. c.p.s., counts per
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Figure 7. Inhibition of the S—ACE-2 interaction by Erlo, 5, 9 and 10
at concentrations of 0, 1, 10, and 100 M. Error bars represent
standard deviations (SD), and *P < 0.05 in comparison with the
control (C) treated cells.
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I fusion proteins. This classification signifies, among other
characteristics, that S and HA are initially synthesized as single-
chain precursors, which need to be proteolytically activated
(cleaved) to gain their fusogenic activities. 7576 Without
activation, S and HA proteins cannot mediate membrane
fusion because they lack the liberated fusion peptide (FP).
Activation pertains to cleavage at specific sites such as Sl /82,
$2’, and HA1/2 by the respective host cell proteases.”® For
SARS-CoVs, the so-called early entry pathway is mediated by
TMPRSS2 and furin proteases, which cleave the spike protein
close to the cell surface. Notably, the entry of TMPRSS2-
mediated SARS-CoV-2 is crucial for virus infectivity and
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preferred by the SARS-CoV-2 omicron genetic variant. Similar
to coronaviruses, IAVs do not encode any proteases, and HAs
do not undergo autocatalytic activation; thus, the IAVs also
depend completely on the host cell proteases.”” With regard to
the information presented above, we next examined the
TMPRSS2-driven proteolytic cleavage of the S and HA protein
in HEK293T cells in the presence of conjugates S, 9, and 10
using Western blot analysis (Figure 8). We observed that only

SARS-CoV-2 S
TMPRSS2

C O v 9N

S EETER

NH, - COOH
100 WSS | NH,-S2°
70 5| NH,-S12
35 s
35 | s2’-coon
40{-——-—-“1 B-actin
IAV HA
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CC e 9N
kDa
70 - | HA,
5] = bl ea| HA,
25-I — I HA,
40-[—-— - S | p-actin

Figure 8. Influence of S, 9, and 10 conjugates on the proteolytic
activation of SARS-CoV-2 S protein (top) and influenza A virus
hemagglutinin (bottom) in comparison to control (C) treated cells.
Expression of the S protein was detected by staining with anti-SARS-
CoV-2 S polyclonal antibodies, and IAV HA cleavage was detected by
staining with anti-FLUAV polyclonal antibodies. As a loading control,
the expression of f-actin was detected. Only the SARS-CoV-2 S/IAV
HA specific bands are shown. NH, and COOH refer to the N-
terminus and C-terminus of the S protein, respectively. S2’ and S1/2
refer to the sites of cleavage by TMPRSS2 and furin, respectively. HA,;
and HA, represent subunits A; and A,, respectively, of hemagglutinin.

compound $ inhibits the proteolytic cleavage of the S protein
(Figure 8, top panel), while the TMPRSS2-driven IAV HA
cleavage was not inhibited by any of the compounds (Figure 8,
bottom panel). Recently, it was shown that ACE-2 can
modulate TMPRSS2 activity.”* In line with this observation,
our results suggest that ruthenocenyl conjugate 5 can inhibit
the ACE-2 receptor’s ability to facilitate TMPRSS2-driven
spike protein cleavage. This hypothesis is supported by the
results of the TMPRSS2-driven IAV HA protein processing, in
which ACE-2 does not play a key role, and compound $§
showed no inhibitory activity. The nature of the interaction
between compound 5 and the ACE-2 receptor could involve
direct binding or be mediated by EGFR TK. This mechanistic
issue will be examined in follow-up studies.

B CONCLUSION

Seven new organometallic—erlotinib (anti-lung cancer drug)
conjugates were prepared with the CuAAC and RuAAC
reactions as the key synthetic tools. The obtained compounds
contain the ferrocenyl, ruthenocenyl, or [Re,(u-Cl),(CO)4(u-
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1,2-diazine)] organometallic entity. All compounds were
characterized by NMR, HRMS, FTIR, and elemental analysis.
Rhenium compounds show phosphorescence emission around
590 and 515 nm in CH,Cl, and (CH;),SO, respectively.
Anticancer activity studies identified the ferrocenyl conjugates
as active agents against erlotinib-resistant A549 and erlotinib-
susceptible Calu3 human lung cancer cells. The most active
against AS549 cells was compound 3. Its mechanism of action
involves the inhibition of EGFR TK and ROS generation in
cancer cells. Here, we also present a study in which we
examined the antiviral activity of non-anticancer active
ruthenocenyl and rhenium compounds. In that respect, it
was found that ruthenocenyl conjugate 5 is an effective
inhibitor of the replication of the influenza virus A/Puerto
Rico/8/34 (HIN1) in MDCK cells. Furthermore, we found
that § acts as an inhibitor of the entry of SARS-CoV-1 and -2
virus into human HEK293T cells. The detailed mechanism of
the entry inhibitory activity needs further studies. However, in
this work, we already have shown that it pertains to the
interaction of § with the ACE-2 receptor and inhibition of
TMPRSS2-driven spike protein cleavage. Our results demon-
strate that organometallic modifications of anti-lung cancer
drugs can be a valuable tool for the development of new
antiviral agents.

B EXPERIMENTAL SECTION

General Considerations. All preparations were carried out using
standard Schlenk techniques. Chromatographic separations were
carried out using silica gel 60 (Merck, 230—400 mesh ASTM) and
preparative TLC plates (Merck Silica gel 60). THF was distilled over
sodium/benzophenone prior to use. Other solvents were of reagent
grade and were used without prior purification. Erlotinib (Erlo),
ferrocenecarboxylic acid (E), 2-azidoethylamine hydrochloride (D),
Cp*RuCl(PPh;),, 4-(dimethylamino)pyridine (DMAP), N,N’-dicy-
clohexylcarbodiimide (DCC), and sodium ascorbate were purchased
from a commercial supplier and used without further purification.
1,2,4,5-Tetrazine, [Re,(u-Cl),(CO)4(u-1,2-diazine)] rhenium carbox-
ylic acids F and G, and azide C were prepared according to refs 57,
61, and 62. Yields refer to the isolated products. The NMR spectra
were recorded on a Bruker AV600 Kryo (600 MHz) spectrometer.
Chemical shifts (5) are reported in parts per million using residual
DMSO ('H, 6 = 2.50 ppm; *C, § = 39.52 ppm) and CDCL; ('H, 6 =
7.26 ppm) as references. Mass spectra were recorded using
electrospray ionization MS on a Synapt G2-Si mass spectrometer
(Waters). High-resolution mass spectrometry (HRMS) measure-
ments were carried out using a Synapt G2-Si mass spectrometer
(Waters) equipped with an ESI source and a quadrupole time-of-flight
mass analyzer. The mass spectrometer was operated in the positive
and negative ion detection modes. The measurement was performed
with a capillary voltage set to 2.7 kV and a sampling cone set to 20 V.
The source temperature was 110 °C. The results of the measurements
were processed using MassLynx version 4.1 (Waters) incorporated in
the instrument. Infrared spectra were recorded on an FTIR Nexus
Nicolet apparatus. Microanalyses were performed by the Analytical
Services of the Polish Academy of the Sciences (E6dz, Poland).
HPLC separations were carried out with a Shimadzu Prominence
system equipped with a PDA detector and an analytical Phenomenex
Lux S pm silica (2) 100 A (150 mm X 21.2 mm) column. Detection
was accomplished at 254 nm. A flow rate of 7 mL/min was applied

Synthesis of 1. Ruthenocene (A) (451 mg, 1.95 mmol, 1.0 equiv)
in dichloromethane (10 mL) was treated with 4-chlorobutyryl
chloride (B) (0.10 mL, 0.89 mmol, 0.5 equiv) and aluminum
chloride (312 mg, 2.34 mmol, 1.2 equiv). After being stirred for 45
min at ambient temperature, the reaction mixture was poured into
water (25 mL). The resulting dichloromethane and water phases were
separated. The organic phase was dried over Na,SO, and evaporated
to dryness. The residue was subjected to column chromatography on
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Si0, [30:1 (v/v) dichloromethane/n-hexane]. Chromatography gave
1 as a yellow solid in 90% (269 mg) yield: '"H NMR (600 MHz,
CDCl;) 6 = .12 (pt, Juu = 1.8 Hz, 2H, C;H,), 4.78 (pt, Jyu = 1.8
Hz, 2H, C;H,), 4.60 (s, SH, CsHg), 3.62 (t, J i = 6.6 Hz, 2H, CH,),
2.82 (t, Jyu = 6.6 Hz, 2H, CH,), 2.12 (quin, Jyy = 6.6 Hz, 2H, CH,);
BC{'H} NMR (150 MHz, CDCl;) § 201.1, 83.9, 73.6, 72.1, 70.7,
44.8, 35.3, 27.2; HRMS (ESI+) m/z 336.9940 (M + H") (calcd for
C,H,,OCIRu 336.9933); FTIR (KBr v, cm™) 3320, 3097, 2975,
2958, 2932, 2906, 1671, 1457, 1410, 1377, 1352, 1248, 1084, 1050,
1030, 996, 878, 810, 723. Anal. Caled for C,,H,OCIRu: C, 50.08; H,
4.50. Found: C, 50.03; H, 4.68.

Synthesis of 2. Sodium azide (203 mg, 3.12 mmol, 4.0 equiv) was
added to a solution of 4-chlorobutanoylruthenocene 1 (262 mg, 0.78
mmol, 1.0 equiv) in dimethyl sulfoxide (S mL). The resulting reaction
mixture was stirred at ambient temperature under argon for 24 h.
Then, 25 mL of water was added, and the mixture was extracted with
diethyl ether. After the separation, the organic layer was dried over
anhydrous Na,SO,, filtered, and evaporated to dryness, affording a
yellow oily residue. The residue was subjected to column
chromatography on SiO, [S:1 (v/v) n-hexane/ethyl acetate]. After
evaporation of the eluent, crude compound 2 was obtained as a yellow
oil. Purification of 2 was carried out by normal phase HPLC with a
Luna Su silica (2) 100A, AXIA Packed (150 mm X 21.1 mm)
preparative column. A mixture of n-hexane (98%) and ethyl acetate
(2%) with a total flow pump of 7 mL/min was used. After evaporation
of the eluent, complex 2 was obtained as a yellow solid in 48% (128
mg) yield: "H NMR (600 MHz, CDCl;) 6 5.11 (bs, 2H, CsH,), 4.78
(bs, 2H, CsH,), 4.59 (s, SH, CsHy), 3.36 (t, Jun = 6.6 Hz, 2H, CH,),
2.72 (t, Jun = 6.6 Hz, 2H, CH,), 1.94 (quin, Jyy = 6.6 Hz, 2H,
CH,);. ®C{'H} NMR (150 MHz, DMSO-d,) & 201.2, 83.8, 73.7,
72.1, 70.7, 50.9, 35.4, 23.8; HRMS (ESI+) m/z 366.0163 (M + Na*)
(caled for Cy,H;sN3;ONaRu 366.0156); FTIR (KBr v, cm™) 3303,
3095, 3084, 2977, 2961, 2931, 2903, 2880, 2080, 1657, 1452, 1414,
1372, 1290, 1246, 1221, 1044, 985, 904, 821, 738. Anal. Calcd for
C,H;N;ORu: C, 49.12; H, 4.42; N, 12.27. Found: C, 49.13; H,
424; N, 12.06.

Synthesis of 3. The 2-azidoacetyl ferrocene (C) (40 mg, 0.15
mmol, 1.0 equiv), sodium ascorbate (24 mg, 0.12 mmol, 0.8 equiv),
and CuSO,5SH,0 (7 mg, 0.03 mmol, 0.2 equiv) were added to a
solution of erlotinib (59 mg, 0.15 mmol, 1.0 equiv) in 2 mL of a 1:1
(v/v) THF/H,O mixture. The reaction mixture was stirred at room
temperature for 4 h. Then, H,O (25 mL) was added, and the mixture
was extracted with a 10:1 (v/v) chloroform/methanol mixture (3 X
25 mL). The organic layer was separated, dried over anhydrous
Na,SO,, and evaporated to dryness under reduced pressure. The
remaining oil was subjected to column chromatography on SiO,
[30:7:3 (v/v) ethyl acetate/chloroform/methanol]. Chromatograph-
ically purified 3 was crystallized from a dichloromethane/n-hexane
mixture to afford a pure sample as an orange crystalline solid in 78%
(77 mg) yield: 'H NMR (600 MHz, DMSO-d,) & 9.56 (s, 1H, NH),
8.60 (s, 1H, H 1,2,3-triazole), 8.49 (s, 1H, N=CH—-N), 8.32 (t, Jyy
= 1.2 Hz, 1H, C¢H,), 7.93 (s, 1H, CH Ar quinazoline), 7.90 (dd, Jy
= 8.4, 1.2 Hz, 1H, C¢H,), 7.62 (dt, Juyys = 7.8, 1.2 Hz, 1H, C¢H,), 7.48
(t, Jun = 7.8 Hz, 1H, CH,), 7.23 (s, 1H, CH Ar quinazoline), 5.87
(s, 2H, CH,), 4.99 (pt, Juu = 1.8 Hz, 2H, CH,), 4.73 (pt, Jun = 1.8
Hz, 2H, C;H,), 4.39 (s, SH, CsHy), 4.32 (m, 2H, CH,), 4.29 (m, 2H,
CH,), 3.79 (m, 2H, CH,), 3.75 (m, 2H, CH,), 3.38 (s, 3H, CH,),
3.36 (s, 3H, CH;); C{"H} NMR (150 MHz, DMSO-dy) & 195.2,
156.3, 153.5, 152.8, 148.0, 146.9, 146.1, 140.0, 131.0, 128.9, 123.3,
121.7, 1202, 118.8, 108.9, 108.2, 103.3, 75.5, 72.9, 70.1, 70.0, 70.0,
69.1, 68.3, 68.0, 58.3, 58.2, 55.8; HRMS (ESI+) m/z 663.2018 (M +
H*) (caled for C4,H3sN4OsFe 663.2018); FTIR (KBr v, cm™") 3360,
3100, 2929, 2891, 1680, 1621, 1579, 1524, 1503, 1452, 1428, 1242,
1206, 1125, 1068, 925, 863, 787. Anal. Caled for Cy,H;,N4O4Fe: C,
61.64; H, 5.17; N, 12.69. Found: C, 61.64; H, 5.24; N, 12.65.

Synthesis of 4. Cp*RuCl(PPh;), (6 mg, 0.008 mmol, 0.02 equiv)
was added to a solution of 2- azidoacetyl ferrocene (161 mg, 0.60
mmol, 1.5 equiv) and erlotinib (157 mg, 0.40 mmol, 1.0 equiv) in 5
mL of 1,4-dioxane. The reaction mixture was stirred at 60 °C for 24 h.
Then, 1,4-dioxane and all of the volatiles were evaporated to afford an
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oily residue. The residue was subjected to column chromatography on
SiO, [30:7:2 (v/v) ethyl acetate/chloroform/methanol]. Chromato-
graphically purified 4 was crystallized from a dichloromethane/n-
hexane mixture to give a pure sample as an orange crystalline solid in
68% (180 mg) yield: '"H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 6 9.57 (s, 1H,
NH), 8.34 (s, 1H, N=CH-N), 8.10 (t, Jyy = 1.8 Hz, 1H, C4Hj,),
7.99 (s, 1H, H 1,2,3-triazole), 7.86 (s, 1H, CH Ar quinazoline), 7.83
(ddd, Juu = 8.1, 1.8, 1.2 Hz, 1H, C(H,), 7.53 (t, Juu = 7.8 Hz, 1H,
CeH,), 7.26 (dt, Juu = 7.8, 1.2 Hz, 1H, C4H,), 7.21 (s, 1H, CH Ar
quinazoline), $.90 (s, 2H, CH,), 4.95 (pt, Juu = 1.8 Hz, 2H, C;H,),
4.68 (pt, Juy = 1.8 Hz, 2H, C;H,), 4.28 (m, 4H, CH,), 4.18 (s, SH,
CHy), 3.77 (m, 2H, CH,), 3.74 (m, 2H, CH,), 3.36 (s, 3H, CH,),
3.35 (s, 3H, CH;); BC{"H} NMR (150 MHz, DMSO-d¢) & 195.2,
156.0, 153.6, 152.6, 148.0, 146.9, 140.0, 138.9, 132.3, 129.2, 126.6,
123.0, 122.5, 121.5, 108.8, 108.2, 103.2, 75.4, 72.9, 70.0, 69.9, 69.8,
69.0, 68.3, 68.0, 58.3, 58.2, 54.4; HRMS (ESI+) m/z 663.2017 (M +
H*) (caled for C4,HysN4OgFe 663.2018); FTIR (KBr v, cm™") 3380,
3096, 2933, 2889, 1682, 1622, 1581, 1524, 1504, 1456, 1426, 1390,
1253, 1210, 1125, 1070, 1030, 925, 858, 827, 788. Anal. Calcd for
Cy,Hy,NOFe: C, 61.64; H, 5.17; N, 12.69. Found: C, 61.45; H,
5.12; N, 12.50.

Synthesis of 5. 4-Azidobutanoylruthenocene 2 (99 mg, 0.29
mmol, 1.0 equiv), sodium ascorbate (46 mg, 0.23 mmol, 0.8 equiv),
and CuSO,-SH,0 (15 mg, 0.06 mmol, 0.2 equiv) were added to a
solution of erlotinib (114 mg, 0.29 mmol, 1.0 equiv) in 4 mL of a 1:1
(v/v) THF/H,O mixture. The reaction mixture was stirred at 60 °C
for 3 h. Then, H,O (25 mL) was added, and the mixture was
extracted with chloroform (3 X 25 mL). The organic layer was
separated, dried over anhydrous Na,SO, and filtered, and
subsequently, all of the volatiles were evaporated. The remaining oil
was subjected to column chromatography on SiO, [30:7:4 (v/v) ethyl
acetate/chloroform/methanol]. Chromatographically purified § was
crystallized from a dichloromethane/n-hexane mixture to afford a
pure sample as a pale yellow crystalline solid in 70% (149 mg) yield:
"H NMR (600 MHz, DMSO-d) 6 9.54 (s, 1H, NH), 8.63 (s, IH, H
1,2,3-triazole), 8.47 (s, IH, N—=CH-N), 828 (t, Juy = 1.8 Hz, 1H,
CeH,), 7.92 (s, 1H, CH Ar quinazoline), 7.89 (ddd, Jyu = 7.8, 1.8,
1.2 Hz, 1H, CH,), 7.56 (dt, Juu = 7.8, 1.2 Hz, 1H, CiH,), 745 (4,
Juu = 7.8 Hz, 1H, C¢H,), 7.22 (s, 1H, CH Ar quinazoline), 5.10 (pt,
Juun = 1.8 Hz, 2H, CgH,), 4.83 (pt, Juuy = 1.8 Hz, 2H, C4H,), 4.60 (s,
SH, CsHy), 4.44 (t, Juu = 7.2 Hz, 2H, CH,), 431 (m, 2H, CH,), 4.29
(m, 2H, CH,), 3.79 (m, 2H, CH,), 3.75 (m, 2H, CH,), 3.37 (s, 3H,
CH3), 3.36 (s, 3H, CH3), 2.70 (t, Juy = 7.2 Hz, 2H, CH,), 2.15
(quin, Jy = 7.2 Hz, 2H, CH,); *C{'H} NMR (150 MHz, DMSO-
dg) 6 200.3, 156.3, 153.5, 152.8, 148.0, 146.9, 146.3, 140.0, 131.0,
128.9, 121.6, 121.3, 120.2, 118.7, 108.9, 108.2, 103.3, 83.5, 73.4, 71.8,
70.4,70.1, 70.0, 68.3, 68.0, 58.3, 58.3, 48.9, 34.5, 24.6; HRMS (ESI+)
m/z 737.2037 (M + H") (calcd for C34H;9N¢O<Ru 737.2025); FTIR
(KBr v, cm™") 3345, 3101, 2931, 2890, 2821 1669, 1621, 1579, 1504,
1452, 1427, 1392, 1241, 1205, 1126, 925, 864, 788. Anal. Calcd for
Cs6HysN,ORu: C, 58.76; H, 5.21; N, 11.42. Found: C, 58.53; H,
S$.13; N, 11.27.

Synthesis of 6. Cp*RuCl(PPh;), (7 mg, 0.009 mmol, 0.02 equiv)
was added to a solution of 4-azidobutanoylruthenocene 2 (237 mg,
0.69 mmol, 1.5 equiv) and erlotinib (181 mg, 0.46 mmol, 1.0 equiv)
in 6 mL of 1,4-dioxane. The resulting reaction mixture was stirred at
65 °C for 24 h. Then, 1,4-dioxane and all of the volatiles were
evaporated under reduced pressure to afford an oily residue. The
residue was subjected to column chromatography on SiO, [30:7:2 (v/
v) ethyl acetate/chloroform/methanol]. Chromatographically purified
6 was crystallized from a dichloromethane/n-hexane mixture to afford
a pure sample as a pale yellow crystalline solid in 74% (252 mg) yield:
'H NMR (600 MHz, DMSO-dy) 6 9.59 (s, 1H, NH), 8.50 (s, 1H,
N=CH-N), 8.13 (t, Jyu = 1.8 Hz, 1H, C4H,), 7.93 (s, 1H, H 1,2,3-
triazole), 7.91 (ddd, Jyu = 8.4, 1.8, 1.2 Hz, 1H, C{H,), 7.89 (s, 1H,
CH Ar quinazoline), 7.56 (t, Jyy = 8.4 Hz, 1H, CgH,), 7.30 (dt, Jyy
=7.8, 1.2 Hz, 1H, C¢H,), 7.24 (s, 1H, CH Ar quinazoline), 4.99 (pt,
Juu = 1.8 Hz, 2H, C{H,), 4.75 (pt, Juu = 1.8 Hz, 2H, C;H,), 4.52 (s,
SH, CHj), 4.51 (t, Jun = 7.2 Hz, 2H, CH,), 4.29 (m, 4H, CH,), 3.78
(m, 2H, CH,), 3.75 (m, 2H, CH,), 3.37 (s, 3H, CH,), 3.35 (s, 3H,
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CH,), 2.63 (t, Juyy = 7.2 Hz, 2H, CH,), 2.04 (quin, J;;; = 7.2 Hz, 2H,
CH,); *C{'H} NMR (150 MHz, DMSO-d,) & 200.1, 156.1, 153.7,
152.7, 148.1, 147.0, 140.1, 137.2, 132.6, 1292, 126.7, 123.0, 122.4,
121.6, 108.9, 108.2, 103.4, 83.3, 73.3, 71.7, 70.3, 70.0, 70.0, 68.4, 68.0,
58.3, 58.2, 47.3, 34.7, 24.4; HRMS (ESI+) m/z 737.2028 (M + H")
(caled for C;qH3gN4OsRu 737.2025); FTIR (KBr v, cm™) 3370,
3099, 2930, 2891, 2820, 1670, 1622, 1577, 1523, 1505, 1452, 1435,
1424, 1246, 1208, 1126, 1031, 925, 894, 788. Anal. Calcd for
CiHyN4OsRu: C, $8.76; H, 5.21; N, 11.42. Found: C, 58.71; H,
5.11; N, 11.40.

Synthesis of 7. Sodium hydroxide (20 mg, 0.50 mmol, 1 equiv)
was added to a solution of 2-azidoethylamine hydrochloride (61 mg,
0.50 mmol, 1 equiv) in 3 mL of a 1:1 (v/v) THF/H,O mixture. The
resulting mixture was stirred at room temperature for 20 min. Then,
erlotinib (197 mg, 0.50 mmol, 1 equiv), sodium ascorbate (79 mg,
0.40 mmol, 0.8 equiv), and CuSO,-SH,O (25 mg, 0.10 mmol, 0.2
equiv) were added to a stirred solution. The resulting reaction mixture
was stirred at room temperature for 1 h. Then, dichloromethane was
added, and anhydrous Na,SO, was added to remove the residual
water. The organic layer was filtered, and the Na,SO, remaining on
the Schott funnel was washed with 3 X 30 mL of methanol. The
organic layer was evaporated under reduced pressure. The remaining
oil was subjected to column chromatography on SiO, (S:1
dichloromethane/methanol). A pure sample was obtained by
preparative TLC (5:2 dichloromethane/methanol). Then, compound
7 was crystallized from a 10:1 (v/v) dichloromethane/methanol
mixture and n-hexane as a colorless crystalline solid in 61% (147 mg)
yield: "H NMR (600 MHz, DMSO-d) & 9.56 (s, 1H, NH), 8.55 (s,
1H, H 1,2,3-triazole), 8.47 (s, 1H, N=CH—N quinazoline), 8.26 (t,
Juu = 1.8 Hz, 1H, C4H,), 7.94 (s, 1H, CH Ar quinazoline), 7.89
(ddd, Jun = 7.8, 1.8, 0.6 Hz, 1H, C¢H,), 7.54 (dt, Jyu = 7.8, 1.8 Hz,
1H, C¢H,), 745 (t, Jun = 7.8 Hz, 1H, C4H,), 7.22 (s, 1H, CH Ar
quinazoline), 4.37 (t, Jyu = 6.0 Hz, 2H, CH,), 431 (m, 2H, CH,),
4.29 (m, 2H, CH,), 3.79 (m, 2H, CH,), 3.75 (m, 2H, CH,), 3.38 (s,
3H, CH,), 3.36 (s, 3H, CH;), 3.02 (t Jun = 6.0 Hz, 2H, CH,);
BC{'H} NMR (150 MHz, DMSO-d;) § 156.3, 153.5, 152.9, 148.0,
146.9, 146.0, 140.0, 131.1, 128.9, 121.6, 121.6, 120.2, 118.7, 108.9,
108.2, 103.2, 70.1, 70.0, 68.3, 68.0, 58.3, 58.3, 52.9, 41.7; HRMS (ESI
+) m/z 480.2355 (M + H*) (caled for C,,H3,N,0, 480.2359); FTIR
(KBr v, cm™) 3292, 2928, 2889, 1621, 1580, 1523, 1505, 1447, 1428,
1393, 1242, 1206, 1125, 927, 864, 788.

Synthesis of 8. Ferrocenecarboxylic acid (E) (37 mg, 0.16 mmol,
1 equiv) was added to a solution of amine 7 (77 mg, 0.16 mmol, 1
equiv) in 8 mL of dichloromethane. Then, N,N’-dicyclohexylcarbo-
diimide (50 mg, 0.24 mmol, 1.5 equiv) and 4-dimethylaminopyridine
(2 mg, 0.016 mmol, 0.1 equiv) were added to the stirred solution. The
reaction mixture was stirred at room temperature for 24 h. Then, all of
the volatiles were evaporated. The remaining oil was subjected to
column chromatography on SiO, [12:1 (v/v) dichloromethane/
methanol]. Chromatographically purified 8 was crystallized from a
dichloromethane/n-hexane mixture as a yellow crystalline solid in
61% (68 mg) yield: "H NMR (600 MHz, DMSO-dg) 5 9.54 (s, 1H,
NH), 8.60 (s, 1H, H 12,3-triazole), 847 (s, 1H, N=CH-N
quinazoline), 8.29 (t, Jun = 1.8 Hz, 1H, C¢H,), 7.98 [¢, Juu = 6.0 Hz,
1H, C(O)NH], 7.92 (s, 1H, CH Ar quinazoline), 7.87 (ddd, Jyy =
7.8, 1.8, 1.2 Hz, 1H, C¢H,), 7.53 (dt, Juu = 7.8, 1.2 Hz, 1H, C(H,),
7.44 (t, Jun = 7.8 Hz, 1H, C4H,), 7.22 (s, 1H, CH Ar quinazoline),
4.73 (pt, Juu = 1.8 Hz, 2H, CsH,), 4.60 (t, J1; = 6.0 Hz, 2H, CH,),
4.31 (pt, Jun = 1.8 Hz, 2H, C;H,), 429 (m, 4H, CH,), 4.09 (s, SH,
C;sHg), 3.78 (m, 2H, CH,), 3.75 (m, 2H, CH,), 3.71 (q, Juu = 6.0
Hz, 2H, CH,), 3.37 (s, 3H, CH;), 3.35 (s, 3H, CH,); *C{"H} NMR
(150 MHz, DMSO-d) & 169.5, 156.3, 153.5, 152.9, 148.0, 146.9,
146.2, 140.0, 131.1, 128.9, 121.6, 120.2, 118.6, 108.2, 108.2, 103.2,
76.1, 70.1, 70.0, 69.9, 69.3, 68.3, 68.1, 68.0, 58.3, 58.3, 49.1; HRMS
(ESI+) m/z 692.2279 (M + H") (caled for C;5H3N,OFe 692.2284);
FTIR (KBr v, cm™) 3323, 3094, 2930, 2888, 1622, 1580, 1526, 1506,
1447, 1427, 1391, 1296, 1241, 1206, 1126, 925, 863, 788. Anal. Calcd
for C4HyyN,OFe: C, 60.79; H, 5.39; N, 14.18. Found: C, 60.68; H,
5.25; N, 14.00.
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Synthesis of 9. An acid (F) (81 mg, 0.10 mmol, 1 equiv) was
added to a stirred solution of amine 7 (50 mg, 0.10 mmol, 1 equiv) in
S mL of dichloromethane. Then, N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (31
mg, 0.15 mmol, 1.5 equiv) and 4-(dimethylamino)pyridine (1.2 mg,
0.01 mmol, 0.1 equiv) was added to the stirred solution. The reaction
mixture was stirred at room temperature for 3 h. Then, all of the
volatiles were evaporated under reduced pressure. The remaining oil
was subjected to column chromatography on SiO, [11:1 (v/v)
dichloromethane/methanol]. Chromatographically purified 9 was
crystallized from a dichloromethane/n-hexane mixture as a yellow
crystalline solid in 48% (60 mg) yield: "H NMR (600 MHz, DMSO-
dg) 8 10.12 (d, Juu = 2.4 Hz, 1H, H-pydz), 9.99 (dd, Jyy = 6.0, 0.6
Hz, 1H, H-pydz), 9.52 (s, 1H, NH), 8.54 (s, 1H, H 1,2,3-triazole),
8.47 (s, 1H, N=CH-N quinazoline), 8.28 (t, Juy = 1.8 Hz, 1H,
CeH,), 8.13 (dd, Jyy = 6.0, 2.4 Hz, 1H, H-pydz), 8.07 [t, Jyzy = 6.0
Hz, 1H, C(O)NH], 7.91 (s, 1H, CH Ar quinazoline), 7.82 (dd, Ju =
7.8, 12 Hz, 1H, CgH,), 7.51 (dt, Jyy = 7.8, 1.2 Hz, 1H, CH,) 7.41
(t, Juu = 7.8 Hz, 1H, C4H,), 7.22 (s, 1H, CH Ar quinazoline), 4.49 (t,
Juu = 6.0 Hz, 2H, CH,), 4.30 (m, 4H, CH,), 3.79 (m, 2H, CH,),
3.75 (m, 2H, CH,), 3.57 (q, Jun = 6.0 Hz, 2H, CH,), 3.37 (s, 3H,
CH,), 3.36 (s, 3H, CH,), 2.84 (t, Juyy = 7.2 Hz, 2H, CH,), 2.18 (4,
Juu = 7.2 Hz, 2H, CH,), 1.91 (quin, Jyy = 7.2 Hz, 2H, CH,);
BC{'H} NMR (150 MHz, DMSO-d;) § 190.3, 190.1, 171.9, 164.1,
1622, 156.4, 153.6, 152.8, 150.3, 148.1, 146.2, 140.0, 133.0, 131.0,
1289, 121.7, 1202, 118.8, 108.1, 108.1, 103.3, 70.1, 70.0, 68.4, 68.0,
584, 58.3, 49.1, 38.8, 34.2, 31.0, 24.8; HRMS (ESI+) m/z 1240.1208
(M + H") (caled for C;3H,;gN,O,,CL,Re, 1240.1183); FTIR (KBr v,
em™) 3322, 3067, 2930, 2047, 2029, 1937, 1911, 1668, 1621, 1594,
1581, 1522, 1506, 1450, 1428, 1390, 1241, 1205, 1125, 926, 864, 788.
Anal. Caled for C33H3NyO,,CLRe,: C, 36.84; H, 3.01; N, 10.17.
Found: C, 36.77; H, 3.11; N, 10.02.

Synthesis of 10. Acid G (103 mg, 0.13 mmol, 1 equiv) was added
to a stirred solution of amine 7 (62 mg, 0.13 mmol, 1 equiv) in S mL
of dichloromethane. Then, N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (41 mg,
0.20 mmol, 1.5 equiv) and 4-(dimethylamino)pyridine (1.6 mg, 0.013
mmol, 0.1 equiv) were added to the stirred solution. The resulting
reaction mixture was stirred at ambient temperature for 3 h. Then, all
of the volatiles were evaporated. The remaining oil was subjected to
column chromatography on SiO, [12:1 (v/v) dichloromethane/
methanol]. Chromatographically purified 10 was crystallized from a
dichloromethane/n-hexane mixture as a yellow crystalline solid in
74% (121 mg) yield: 'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) & 10.13 (d,
Jun = 2.4 Hz, 1H, H-pydz), 10.01 (dd, Jii = 6.0, 0.6 Hz, 1H, H-
pydz), 9.53 (s, 1H, NH), 8.54 (s, 1H, H 1,2,3-triazole), 8.47 (s, 1H,
N=CH-N quinazoline), 8.28 (t, J;;;; = 1.2 Hz, 1H, C4H,), 8.16 (dd,
Juu = 6.0, 2.4 Hz, 1H, H-pydz), 8.03 [t, Jun = 6.0 Hz, 1H,
C(O)NH], 791 (s, 1H, CH Ar quinazoline), 7.83 (dd, Juu = 7.8, 1.2
Hz, 1H, C¢H,), 7.51 (dt, Jyi = 7.8, 1.2 Hz, 1H, CiH,), 7.42 (t, Jyy =
7.8 Hz, 1H, C¢H,), 7.22 (s, 1H, CH Ar quinazoline), 4.48 (t, Jyu =
6.0 Hz, 2H, CH,), 4.30 (m, 4H, CH,), 3.79 (m, 2H, CH,), 3.75 (m,
2H, CH,), 3.57 (¢, Jun = 6.0 Hz, 2H, CH,), 3.37 (s, 3H, CH;), 3.36
(s, 3H, CH,), 2.87 (t, Juu = 7.2 Hz, 2H, CH,), 2.13 (t, Ju = 7.2 He,
2H, CH,), 1.66—1.55 (m, 4H, CH,); BC{"H} NMR (150 MHz,
DMSO-dg) 6 1903, 190.1, 172.3, 164.1, 1622, 156.3, 153.6, 152.8,
150.7, 148.0, 146.8, 1462, 140.0, 132.9, 131.0, 128.9, 121.7, 121.6,
120.2, 118.7, 108.9, 108.1, 103.2, 70.1, 70.0, 68.3, 68.0, 58.3, 58.3,
49.0, 38.7, 34.7, 31.3, 28 .4, 24.5; HRMS (ESI+) m/z 1254.1317 (M +
H*) (caled for C3H,oNgO;;CLRe, 1254.1339); FTIR (KBr v, cm™")
3324, 3067, 2933, 2047, 2030, 1937, 1912, 1666, 1621, 1581, 1523,
1505, 1450, 1428, 1390, 1241, 1125, 926, 863, 788. Anal. Calcd for
C3H39NyO,,CLRe,: C, 37.38; H, 3.14; N, 10.06. Found: C, 37.40; H,
3.09; N, 10.01.

Photophysical Characterization. Electronic absorption spectra
were recorded with a Shimadzu UV 2700 spectrophotometer.
Stationary emission spectra were recorded with an Edinburgh FS
900 CDT spectrofluorometer. The quantum yield of luminescence
(®p,) was determined through a reference method using quinine
sulfate in 0.05 mol dm™ H,SO, (®; = 0.51) as a standard.””
Luminescence decay lifetimes were determined by time-resolved
single-photon counting (SPC) on an Edinburgh FL 900 CDT
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spectrofluorometer, equipped with an IBH Nanoled emitting diode
(297 nm, pulse width of <750 ps). Luminescence decays were
analyzed using FAST Advanced Analysis of Fluorescence Kinetics
software (Edinburgh Instruments, version 3).

Docking Studies. The three-dimensional structures of the
synthesized ligands were obtained by modifying the crystallographic
structure of S-[N-(ferrocenylmethyl)carbamoylmethyl]-glutathione
[Protein Data Bank (PDB) entry SL6X], followed by energy
minimization with Merck Molecular Force Field® but keeping the
geometry of the ferrocene subunit constrained, as we have previously
reported.”’ The potential missing side chains in the residues of the
tyrosine kinase domain of the EGFR in a complex with erlotinib
(PDB entry 1M17, resolution of 2.60 A)** were completed using
Dunbrack’s rotamer library,”' followed by the attribution of the
proper ionization states (physiological pH) to all residues using UCFS
Chimera.*> Molecular docking simulations were 1performed using
GOLD, as we described in our previous paper.’” Briefly, in this
software, the degrees of freedom of the imputed ligands are encoded
as binary strings called genes that make up a chromosome, thus
representing the pose of the ligand. Subsequently, a genetic algorithm
is used to select the fittest docked poses (i.e., the ones that best
interact with the target) to be carried on to the next generation, where
random/biased mutations are applied to further increase the genetic
(conformational) diversity.*> Our model was set to evaluate 100
generations of poses for each imputed ligand, and then the top 10
poses, ranked using the GoldScore fitness function,68 were selected for
visual inspection and definition of the most probable binding mode
on the basis of both the docking scores and their relative position to
the crystallographic pose of erlotinib. Simulations were performed in a
15 A radius docking sphere starting at the geometric center of the
crystallographic ligand, for which the redocking runs yielded an
RMSD of heavy atoms of 1.31 A.

Cell Lines, Viruses, and Pseudotypes. The HEK293T (CRL-
3216, ATCC), MDCK.2 (CRL-2936, ATCC), AS49 (CCL-185s,
ATCC), Calu-3 (HTB-55, ATCC), and BHK-21 (G43) cells
(generously provided by G. Zimmer, Institute of Virology and
Immunology, Bern, Switzerland) were cultivated in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco, Carlsbad, CA) supple-
mented with 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco) and 100 units/mL
penicillin and streptomycin (P/S, Gibco). The BHK-21 (G43) cells
were further supplemented every third or fourth passage with 0.5 ug/
mL hygromycin B and 100 pg/mL zeocin. 11-hybridoma cells (CRL-
2700, ATCC) were cultured in Minimal Essential Medium (MEM,
Gibco) supplemented with 15% FBS and 100 units/mL P/S. The A/
Puerto Rico/8/34 (IAV PR8) influenza virus was reconstituted from
the previously described eight-plasmid system and propagated on the
MDCK.2 cells.

For the analysis of the impact of organometallic compounds on the
entry of coronaviruses, we employed a surrogate system based on
VSV*AG-FLuc pseudotypes bearing the S proteins of SARS-CoV-1
and -2, as well as the VSV G protein as a control. These pseudotypes,
encoding GFP and firefly luciferase, were propagated in transgenic
BHK-21 (G43) cells, which express the VSV G protein upon
induction with mifepristone. To produce VSV pseudotypes carrying
the SARS-CoV S proteins, VSV pseudotypes expressing the VSV G
protein were used to transduce HEK293T cells that had been
previously transfected with plasmids encoding the S proteins of SARS-
CoV-1 and -2, specifically pPCAGGS-SARS-CoV-1-S and pCG1-SARS-
2-S, respectively (courtesy of S. PGhlmann, German Primate Center-
Leibniz Institute for Primate Research, Gottingen, Germany).
Following a 1 h incubation of the transfected HEK293T cells with
the VSV pseudotypes, the supernatant was removed, cells were
washed gently with warm PBS, and fresh culture medium
supplemented with anti-VSV G antibodies produced by I1-hybridoma
cells was added. The supernatants containing the VSV-SARS-CoVs S
pseudotypes were collected 48 h after transduction.

Anticancer Activity of Organometallic—Erlotinib Com-
pounds. The AS49, Calu3, HEK293T, and MDCK cells were
cultured in 96-well plates at a concentration of 2 X 10° cells/mL and
incubated overnight at 37 °C with 5% CO,. Following incubation, the
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medium was removed, and the cells were washed with warm PBS.
Subsequently, a medium containing serial dilutions of organo-
metallic—erlotinib conjugates at final concentrations of 1, 10, and
100 uM or a control medium containing DMSO was added to the
cells. The final concentration of DMSO was 1%. After a 24 h
incubation period at 37 °C, cytotoxic effects were assessed using the
CellTiter-Glo 2.0 Cell Viability Assay (Promega, Madison, WI),
according to manufacturer’s instructions. The Cell Titer-Glo 2.0 assay
quantitating the amount of ATP present indicates the presence of
metabolically active cells. The assay is based on chemical oxidation of
luciferin by thermostable luciferase using ATP and O, to produce an
emissive oxidation product. It does not involve any light-induced
excitation of luminescent probe(s). To perform the assay, the culture
medium was gently removed, and 50 uL of the reagent was added per
well. The plates were then incubated for 10—1S5 min at room
temperature. After incubation, the lysates were transferred to white
96-well plates, and the luminescence was measured using a Hidex
(Turku, Finland) Sense Plate Reader.

Identification of EGFR Kinase Activity Inhibitors. To evaluate
the inhibition of EGFR kinase activity by selected organometallic
conjugates, we utilized the ADP-Glo EGFR Kinase Assay (Promega)
conducted in 96-well plates according to the manufacturer’s protocol.
In each well, we combined 10 uL of EGFR (50 ng), 10 uL of a
substrate/ATP mixture containing 1 ug of poly(Glu4Tyrl) and S0
UM ATP, and 5 puL of the organometallic compounds being tested at
final concentrations of 1, 10, and 100 uM or DMSO as a control. The
ADP-Glo Kinase Assay is a luminescent kinase assay that quantitates
the amount of ADP formed from a kinase-catalyzed transformation of
ADP into ATP, which is a substrate in the following reaction catalyzed
by Ultra-Glo Luciferase that generates a luminescent signal. The
signal positively correlates with ADP concentration and kinase
activity. The mixture was incubated at room temperature for 60
min. Subsequently, 25 uL of ADP-Glo Reagent was added to each
well, followed by incubation for 40 min at room temperature. Then,
S0 pL of kinase detection reagent was added to each well, and the
plate was incubated for an additional 30 min at room temperature.
Finally, the luminescence was measured using a Hidex Sense Plate
Reader.

Influence of ROS Generation on Anticancer Activity. AS49
cells were seeded in a 96-well plate at a concentration of 2 X 10° cells/
mL and incubated overnight at 37 °C in a 5% CO, atmosphere.
Following overnight incubation, the medium was replaced with fresh
medium containing 3 mM NAC (NAC; Merck, Darmstadt,
Germany), and the cells were incubated for 1 h. Subsequently, the
medium was supplemented with the ferrocenyl compounds being
investigated at final concentrations of 1, 10, and 100 uM or DMSO as
a control. The final concentration of DMSO was 1%. Following a 24 h
incubation period at 37 °C and 5% CO,, the medium was removed
and cytotoxicity was assessed using the CellTiter-Glo 2.0 Cell
Viability Assay (Promega), according to the manufacturer’s
instructions.

Antiviral Activity Assays. To analyze the effect of organo-
metallic—erlotinib conjugates on the replication of the influenza A
virus, MDCK cells were cultured at a density of 2 X 10° cells/mL in
96-well plates. Following the removal of the culture medium and a
wash with warm PBS, the cells were incubated in infection medium
(DMEM supplemented with 0.2% BSA, 100 units/mL penicillin, and
100 pg/mL streptomycin) containing A/PR/8/34 (HINI1) at a
multiplicity of infection of 0.01. After 1 h at 37 °C and 5% CO,, the
medium containing the virus was replaced with fresh infection
medium supplemented with 0.5 pg/mL N-acetylated trypsin (Merck)
and the studied organometallic—erlotinib conjugates at various
concentrations (0, 1, 10, and 100 yM). After incubation for 48 h at
37 °C and 5% CO,, the supernatants were collected and centrifuged
to eliminate the remains of the cells. The viral titers in culture
supernatants were determined by a focus formation assay, as
described previously. In brief, serial 10-fold dilutions of samples
were prepared and added to MDCK cells. After incubation for 1 h, the
medium was replaced with an infection medium containing an Avicel
overlay and 0.5 pg/mL N-acetylated trypsin (Merck). After
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incubation for 24 h, the cells were fixed with 4% paraformaldehyde
in PBS, washed twice with warm PBS, and subsequently incubated
with a quencher (0.5% Triton, 20 mM glycine, and PBS) for 10 min at
ambient temperature. Then, the cells were washed again and
incubated with mouse anti-influenza A virus nucleoprotein antibodies
(Merck) for 1 h. Subsequently, the cells were washed and incubated
for 1 h with rabbit FITC conjugated anti-mouse antibodies (Merck).
Finally, foci were counted under the fluorescence microscope, and
viral titers were calculated as focus forming units (FFU) per milliliter
of culture supernatant.

In a separate experiment, HEK293T cells transfected with plasmids
expressing ACE-2 and TMPRSS2 were treated with increasing
concentrations of erlotinib and compounds §, 9, and 10 and then
transduced with VSV-SARS-CoVs S pseudotypes, using VSV
pseudotypes bearing VSV-G protein as a control. The efficiency of
pseudotype-mediated transduction was analyzed 24 h after trans-
duction by determining luciferase activities. The result of a single
experiment carried out in triplicate is shown. Similar results were
obtained in two separate experiments. To examine the influence of
erlotinib conjugates on coronavirus entry, HEK293T cells previously
transfected with plasmids encoding ACE-2 and TMPRSS2 were
incubated for 1 h at 37 °C with the respective organometallic
conjugates (or erlotinib) at concentrations of 0, 1, 10, and 100 uM,
followed by transduction with VSV-SARS-CoVs S pseudotypes. After
a 1 h incubation and a PBS wash, fresh culture medium was applied.
The luminescence, indicative of transduction efficiency, was measured
24 h later using ONE-Glo substrate (Promega) on a Hidex Sense
Plate Reader. Control experiments involved transduction with VSV
pseudotypes expressing the VSV-G protein, with the efficiency
assessed through luciferase activity measurements 24 h after
transduction.

Examination of S—ACE-2 Interaction in the Presence of
Erlotinib Conjugates. To identify the antiviral activity mechanism,
we first examined the binding of the SARS-CoV-2 S receptor binding
domain to its cellular receptor ACE-2 with a SARS-CoV-2 Inhibitory
Screening Kit (Adipogen Life Sciences, San Diego, CA), according to
the manufacturer’s instructions. Briefly, the 96-well ELISA plate was
coated with SARS-CoV-2 S and left overnight at 4 °C. Next, the plate
was blocked with a blocking buffer for 2 h at room temperature.
Subsequently, the organometallic—erlotinib conjugates at concen-
trations of 0, 1, 10, and 100 uM were added, and the mixture was
incubated for 1 h at 37 °C. After the incubation, the plate was washed
and then incubated with horseradish peroxidase (HRP)-labeled
streptavidin for 1 h at room temperature. Finally, the TMB substrate
was added, and the absorbance was measured at 450 nm with a Hidex
Sense Plate Reader.

Study of the Proteolytic Cleavage of the S and HA Protein
by TMPRSS2. For the inhibition of IAV HA and SARS-CoV-2 S
proteolytic cleavage, HEK293T cells were seeded in six-well plates at a
density of 2.8 X 10° cells/well and cultured for 24 h, and then
Lipofectamine 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA) co-
transfected with plasmids encoding IAV HA or SARS-CoV-2 S and
plasmids encoding TMPRSS2 was added. Four hours after trans-
fection, the medium was changed with fresh one containing 10 yuM of
5,9 or 10. At 44 h after compounds addition (48 h after transfection),
the cells were harvested in PBS and processed for Western blot
analysis as described above. Expression of SARS-CoV-2 S protein was
detected by staining with mouse anti-SARS-CoV-2 S antibodies
(Invitrogen), followed by incubation with an HRP-coupled anti-
mouse secondary antibody (Invitrogen). IAV HA cleavage was
detected by staining with a goat anti-FLUAV polyclonal antibody
(Millipore) raised against the H1 subtype. As a loading control, the
expression of f-actin was detected with anti-f-actin antibodies
(Sigma).
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