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Rezumat

Titlu: Inhibarea replicdrii virusului Chikungunya - Perspective asupra replicdrii acestui

virus si modul de actiune al compusului suramin

Aceastd lucrare este axata pe intelegerea particularitatilor replicarii virusului Chikungunya
(CHIKV) si a mecanismelor prin care acest proces poate fi inhibat de suramin, un compus
cu spectru larg de activitate.

CHIKYV este un membru al familiei Togaviridae care se transmite la oameni prin muscédtura
tantarilor infectati. In trecut acest virus de origine african a provocat mari epidemii in
Asia, dar cea mai recenta epidemie a avut loc intre 2014-2015 in America, unde a cauzat
peste 1 milion de cazuri confirmate. Persoanele infectate manifesta dureri articulare si
musculare acute (care pot dura ani intregi), febra si eruptii cutanate. In prezent nu existi
niciun vaccin sau tratament aprobat pentru infectia cu CHIKV. O introducere mult mai
ampla in ceea ce priveste CHIKYV, organizarea genomului sdu, functiile proteinelor virale,
replicarea, patogeneza si strategiile preventive sau terapeutice poate fi gasita in Capitolul
1, introducerea generald a tezei. La scurt timp dupd terminarea epidemiei cauzate de
CHIKY, un alt virus, de asemenea transmis de tantari si originar din Africa, a continuat
sd provoace grave probleme de sdnatate in America Centrala si de Sud. Acesta este virusul
Zika (ZIKV), un membru al familiei Flaviviridae. Desi ZIKV cauzeaza predominant infectii
asimptomatice sau boli fard complicatii caracterizate prin febra usoara, eruptii cutanate,
conjunctivitd si stare de rdu, epidemiile din America au asociat, de asemenea, infectia cu
ZIKV de malformatii fetale, precum microcefalia, si sindromul Guillain-Barré la adulti. In
plus, au fost descoperite rutele de transmitere a infectiei nerecunoscute anterior, precum de
la mami la copil si prin contact sexual. In mod similar, precum in cazul CHIKV, nu exista pe
piata o strategie preventiva sau terapeuticd (vaccinuri sau medicamente) impotriva infectiei
cu ZIKV. Cercetarile din ultimii 40 de ani au ardtat ca suramin, un compus comercializat
pentru tratamentul infectiilor parazitare, are activitate anticanceroasd, dar si antivirald.
Prin urmare, am dorit s testdim dacd acest compus ar putea inhiba replicarea celor doua
virusuri, CHIKV si ZIKV.

Capitolul 2 descrie dezvoltarea unui sistem de replicare in vitro (IVRA) care se bazeaza
pe complexe de replicare/transcriptie, apartinand virusului CHIKYV, izolate din celulele
infectate. Acest test poate fi utilizat pentru a studia sinteza ARN-ului viral, precum si
pentru a identifica compusi care inhiba acest proces si a le studia modul de actiune. In
timpul optimizirii acestui sistem, am identificat un nou tip de ARN care este produs in
timpul infectiei cu CHIKYV, alaturi de ARN-ul genomic si subgenomic, specii/soiuri/tipuri
care sunt necesare pentru sinteza proteinelor virale implicate in procesul de replicare sau in
productia de virus nou, precum si in interactiunea cu celula gazda. Acest nou tip de RNA
a fost numit RNAII, similar cu cel identificat de Huang si Wielgosz (1997) pentru virusul

Sindbis (SINV), un virus inrudit cu CHIKV. Suspectdm ca acest nou ARN dirijeaza mai
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tarziu in cursul infectiei complexele de replicare/transcriptie spre a produce predominant
ARN subgenomic, necesar pentru generarea de proteine structurale care sunt apoi utilizate
in asamblarea noilor particule virale.

Folosind acest sistem de replicare in vitro, in capitolul 3 am identificat compusul suramin
ca fiind un puternic inhibitor al replicarii CHIKV. Cu toate acestea, testele bazate pe
celule in cultura au demonstrat ca suramin are ca principal mod de actiune inhibarea unei
etape timpurii a ciclului replicativ, si anume intrarea virusului in celula gazda. In plus,
au fost analizati mai multi compusi inruditi cu suramin si, desi acesti compusi nu au fost
mai eficienti, au oferit o perspectiva asupra elementelor structurale (simetria moleculei
si prezenta sarcinilor negative) care sunt importante pentru activitatile inhibitoare ale
compusului suramin observate atat in vitro, cat si in culturi de celule mamaliene.

Efectul antiviral al suraminului are un spectru foarte larg, iar in capitolul 4 ardtam ca
inhib4, de asemenea, si replicarea virusului ZIKV, interferdnd atat cu intrarea sa in celula
gazda, cat si cu biogeneza virionilor descendenti.

Ulterior, am explorat cum suraminul poate inhiba etapele prin care CHIKV intra in celula
gazda. Capitolul 5 descrie identificarea glicoproteinei E2, expusid la suprafata anvelopei
virale a lui CHIKYV, ca una din tintele compusului. Experimentele din acest capitol sugereazd
cd prin interactiunea suraminului cu E2 este blocatd atasarea virusului la membrana
celulei gazdd, precum si fuziunea ulterioara a particulei cu membranele celulare (in urma
endocitozei particulelor). CHIKV poate deveni mai rezistent la actiunea compusului prin
dobéndirea de mutatii in proteina E2. Substitutiile de aminoacizi N5R si H18Q, au permis
virusului sd se reproduca mult mai bine in prezenta suraminului, in comparatie cu virusul
original. Cu toate acestea, un mutant CHIKV cunoscut in literaturd, avand substitutia G82R
in E2 care adapteaza virusul pentru infectarea celulelor mamaliene (prin interactiunea cu o
moleculd de pe suprafata celulara a acestora, heparan sulfat), a fost mai sensibil la suramin.
Spre final, capitolul 6 rezuma principalele concluzii ale acestei lucrari si discutd implicatiile

acestora in contextul literaturii recente, si se incheie cu o concluzie generala.
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