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Pandemia COVID-19 sprawita, ze naukowcy z ca-
tego Swiata zaangazowali si¢ w poszukiwanie sku-
tecznych lekéw, tez jako alternatywy dla szczepien.
Poza probami znalezienia nowych substancji, ktore
sprawdzityby si¢ w tej roli, rozwazane jest wykorzy-
stanie juz istniejacych lekow przeznaczonych do le-
czenia innych choréb. Okazuje si¢, ze pomocne w tym
drugim przypadku moga by¢ komputerowe symulacje
interakcji r6znych lekéw z SARS-Co V-2, czyli wirusem
wywolujacym COVID-19. Jedna z najpopularniejszych
metod w dziedzinie komputerowego wspomagania
projektowania lekéw (CADD) i do identyfikacji po-
tencjalnych lekéw jest dokowanie molekularne, po-
zwalajace na szybkie analizowanie duzej liczby lekow,
oszczedzajac w ten sposOb ogromna ilo§¢ energii,
czasu i kosztéw. Chociaz badanych jest szereg lekow
syntetycznych, to zwiazki naturalne obecne w rosli-
nach maja te przewage, ze wykazuja wielokierunkowa
aktywno$¢ i sa bezpieczne w stosowaniu. Sposrod
flawonoidéw duzy potencjat przeciw wirusowi wywo-
hujacemu COVID-19 ma rutyna, szeroko wystepujaca
w roS§linach, stosowana tez w lecznictwie. Rutyna
hamuje szereg biatek niezbednych wirusowi do wnik-
niecia do komdrki gospodarza i wywotania infekcji.

Glikozydy flawonoidowe w sposob
strukturozalezny hamuja SARS-CoV-2
Mpro, co moze by¢ brane pod uwage
jako cel molekularny do powstrzymania
rozprzestrzeniania si¢ wirusa

Cherrak S.A., Merzouk H., Mokhtari Soulimane N.
Potential bioactive glycosylated flavonoids as SARS-
CoV-2 main protease inhibitors: A molecular docking
and simulation studies. PLoS ONE (2020), 15(10),
€0240653.

Odkrycie leku, ktory ograniczytby rozprzestrzenia-
nie sie wirusa SARS-CoV-2, jest jednym z najwiek-
szych wyzwan stojacych ostatnio przed ludzkoscia.
Wirusy maja zdolnos¢ do szybkiej adaptacji i mutacji,
co zmusza do poszukiwan coraz to nowych strategii
terapeutycznych, aby przerwac cykl zyciowy wirusa
(blokowanie cyklu zyciowego wirusa lub utrudnianie
fuzji z btong).

Znanych jest kilka flawonoidéw, ktére uniemozli-
wiaja proliferacje wirusa przez hamowanie jego na-
mnazania albo przez blokowanie wejscia do komérek
gospodarza. Naturalnymi zwiazkami o potencjalnym
dziataniu anty-SARS-CoV-2, poprzez zdolnos¢ wigza-
nia si¢ z receptorem ACEZ2, sa: bajkalina, scutelaryna,
hesperetyna, nikotianamina i glicyryzyna. Ponadto
stwierdzono, ze kwercetyna, daidzeina, pueraryna,
epigallokatechina, galusan epigalokatechiny, galusan
galokatechiny i kemferol hamuja aktywnos¢ proteoli-
tyczna hydrolazy SARS-CoV 3CL. Nieustannie trwaja
prace przy uzyciu metod obliczeniowych lub badan
eksperymentalnych nad znalezieniem struktur, ktore
moga zaktdcac cykl zyciowy wirusa.

Interesujaca strategia brana pod uwage jako cel
molekularny do powstrzymania rozprzestrzeniania si¢
wirusa jest gtéwna proteaza (Mpro), a silne dziatanie
hamujace SARS-CoV-2 Mpro wykazuja glikozydy
flawonoidowe.

W pracy przeprowadzono badanie przesiewowe
38 zwiazkéw (gtéwnie flawonoidéw), testujac ich
potencjalne dziatanie hamujace Mpro SARS-CoV-2,
poprzez dokowanie molekularne i dynamike mo-
lekularng (uzyto oprogramowanie Autodock Vina,
symulacje dynamiki molekularnej prowadzono z pa-
kietem GROMACS 2020 przy uzyciu pola sitowego
CHARMM36, zainstalowanego na systemie Linux).
Uzyskane dane obliczeniowe sugeruja, ze zachodza
silne interakcje miedzy flawonoidami z resztami cu-
krowymi i gléwna proteaza wirusa SARS-CoV-2.
Wyniki te moga stanowi¢ obiecujacy punkt wyjscia
dla terapii przeciwwirusowych, ktore sa alternatywa
dla strategii szczepien.

Naturalne aglikony mialy wysokie wyniki dokowa-
nia; z maksymalnym wynikiem uzyskanym dla pochod-
nej katechiny — EGCG przy -7,9 kcal/mol?, poréw-
nywalnym z wynikiem uzyskanym dla inhibitora N3
ko-krystalizowanego z proteaza (6LU7), stosowanego
jako kontrola pozytywna (-7,5 kcal/mol).

Trzy zwiazki o najwyzszym powinowactwie do miej-
sca aktywnego to 3-ramnozyd kwercetyny, 3-rutynozyd
mirycetyny i rutyna o energiach wigzania odpowiednio
-9,7,-9,3 19,2 kcal/mol!, wyzszych od uzyskanych dla
inhibitora N3 (-7,5 kcal/mol™).
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Sposrod glikozydow flawonoidowych najwyzszy wy-
nik: -9,7 kcal/mol"! uzyskano dla 3-ramnozydu kwer-
cetyny. Wazna tez wydaje si¢ pozycja wiazania cukru
z aglikonem. Zwiazki podstawione przy C-3 wykazuja
wyzsze wyniki niz podstawione przy C-7. Dla genistyny,
flawonoidu podstawionego w C-7, energia wigzania
wynosi -7,5 kcal/mol!, podczas gdy dla podstawionych
w C-3 datiscyny i hiperozydu: -8,2, -8,4 kcal/mol.
Na aktywno§¢ wplywa réwniez charakter reszty cu-
krowej. Najaktywniejsze zwiazki to flawonole, zawie-
rajace ramnoz¢ lub rutynoze (6-O-a-L-ramnozylo-
-B-D-glukoza) w pozycji C-3. 3-ramnozyd kwercetyny
i 3-rutynozyd mirycetyny wiaza si¢ z wigksza sila niz
datiscyna, ktéra w pozycji 3 jest podstawiona glukoza.

Gl6wna niedogodnoscia w stosowaniu flawonoidow,
jako naturalnych lekéw, jest ich niska biodostepnosé.
Obecnosc¢ reszt cukrowych zwykle zwieksza biodo-
stepnos¢ odpowiedniego aglikonu flawonoidowego
w zaleznoSci od charakteru podstawionego cukru.
Wydaje sie, ze flawonoidy z glukoza wchianiane sa
szybciej niz flawonoidy podstawione ramnoza, ram-
noglukoza, rutynoza i neohesperydoza.

Przyjmuje sie, ze biodostepnos¢ glikozydow flawo-
noidowych jest osiagana przez cze$¢ aglikonowa w oso-
czu krwi, po odszczepieniu czeSci cukrowej w wyniku
hydrolizy enzymatycznej w przewodzie pokarmowym
cztowieka. Czasteczki glukozy sa tatwo hydrolizowane
w komorkach nabtonka jelita cienkiego. Jednak brak
ramnozydazy lub rutynozydazy w ludzkich komorkach
sprawia, ze biodostepnos¢ flawonoidéw w duzej mie-
rze zalezy od ich hydrolizy przez bakterie jelitowe,
jednak niewiele bakterii jelitowych moze spowodowaé
rozszczepienie tego typu wigzan.

Podsumowujac, wiazanie flawonoidéw w miejscu
aktywnym proteazy jest wyraznie strukturozalezne;
z wickszg sitg wiaza si¢ flawonole mono- lub disa-
charydy podstawione w pozycji C-3, a najsilniejsze
powinowactwo wigzania maja flawonoidy z ramnoza.

Flawonoidy podstawione ramnoza nieulegajace
zadnej lub niewielkiej modyfikacji w jelicie moga by¢
wiec dobrym kandydatem w leczeniu infekcji korona-
wirusem SARS-CoV-2.

Rutyna, sktadnik licznych preparatow
ziotowych, hamuje glowna proteaze
(Mpro) wirusa SARS-CoV-2, co moze
by¢ wykorzystane w leczeniu COVID-19,
skuteczniejsze okazaly sie¢ jej pochodne,
szczego6lnie oznaczony przez autoréow M2
Huynh T, Wang H., Luan B. Structure-based lead opti-
mization of herbal medicine rutin for inhibiting SARS-
-CoV-2’s main protease. Phys Chem Chem Phys 2020,

22(43), 25335-25343.

Choroba COVID-19 wywotana koronawirusem
SARS-CoV-2 spowodowata pandemie¢, a metody
jej leczenia sa ograniczone. W Chinach zakazo-
nym pacjentom z fagodnymi lub umiarkowanymi
objawami podawano rdzne tradycyjne ziotowe
leki przeciwwirusowe, ktére okazaly si¢ skuteczne
w kontrolowaniu choroby. Molekularne mechani-
zmy interakcji tych lekéw z wirusem SARS-CoV-2,
powodujacym COVID-19, nie sg znane. Wiadomo
jednak, ze gtéwna proteaza (Mpro) SARS-CoV-2
odgrywa wazna role w dojrzewaniu wielu biatek
wirusowych, takich jak polimeraza RNA zalezna
od RNA. Czestym sktadnikiem wielu tradycyjnych
ziotowych lekéw przeciwwirusowych, takich jak
Lianhuaginwen i Shuanghuanlian, jest rutyna, ktéra
okazala si¢ najlepszym kandydatem do hamowania
Mpro. Wykorzystujac metody in silico (dokowanie
i symulacje dynamiki molekularnej), autorzy okre-
§lili dynamike i energie interakcji rutyny z Mpro
SARS-CoV-2, ktére sugeruja, ze wysoce hydrofilowa
czasteczka rutyny moze by¢ zwiazana wewnatrz kie-
szeni Mpro (miejsca aktywnego) i prawdopodobnie
moze hamowac jej funkcje biologiczne. Ponadto
autorzy zaprojektowali dwa kolejne hydrofobowe
analogi rutyny, M1 i M2, ktére (szczegdlnie M2)
maja znacznie silniejsze powinowactwo wiaza-
nia z Mpro SARS-CoV-2 niz rutyna, ze wzgledu
na zwiekszone oddzialywanie hydrofobowe, a takze
wieksza liczbe wiazan wodorowych. Uzyskane wyniki
dostarczaja waznych informacji na temat mechani-
zmu wigzania liganda wewnatrz Mpro i rzucaja Swia-
tlo na przyszle struktury oparte na modelu silnych
inhibitorow SARS-CoV-2 Mpro.

Rutyna, podobnie jak jej aglikon
kwercetyna, jest silnym inhibitorem
glownej proteazy wirusa SARS-CoV-2,
3CL-pro (Mpro)

Rizzuti B., Grande F., Conforti F. i wsp. Rutin Is a Low
Micromolar Inhibitor of SARS-CoV-2 Main Protease
3CLpro: Implications for Drug Design of Quercetin
Analogs. Biomedicines 2021, 9(4):375.

Pandemia spowodowana koronawirusem 2 (SARS-
CoV-2) pobudzita do poszukiwania lekéw przeciw-
wirusowych do leczenia COVID-19, zespotu ostrej
niewydolnosci oddechowej. Przewiduje sie, ze cza-
steczki o znanej farmakokinetyce i juz stosowane
u ludzi nadaja si¢ do wykorzystania bezpoSredniego
lub jako substancje modelowe do projektowania lekéw
przeciwwirusowych. Wiadomo, ze kwercetyna jest
silnym inhibitorem in vitro 3CLpro, gtéwnej proteazy
SARS-CoV-2, jednak jej niska biodostepnos¢ in vivo
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wymaga modyfikacji struktury molekularnej. Problem
ten moze by¢ rozwigzany poprzez zastosowanie jako
modelu naturalnego flawonoidu — rutyny, ktory jest
glikozydowa pochodng kwercetyny. Laczac techni-
ki eksperymentalne (spektroskopia i kalorymetria)
i symulacyjne (dokowanie i symulacje dynamiki mo-
lekularnej), autorzy wykazali, ze cze$¢ cukrowa nie
utrudnia wigzania rutyny z 3CLpro, a rutyna zacho-
wuje wysoka site dziatania (stata hamowania w niskim
zakresie mikromolarnym, Ki = 11 uM). Chociaz
struktura chemiczna rutyny zaktoca pseudosymetrie,
ma wigksza objeto$¢ przestrzenna i mase czastecz-
kowa oraz lepsza rozpuszczalno$¢ od kwercetyny, to
jest zdolna do asocjacji w miejscu aktywnym 3CLpro,
oddziatujgc z katalityczng diadg (His41/Cys145).

W poréwnaniu z kwercetyna 3-O-glikozyd kwercety-
ny ma wyzsza biodostepnos¢, a rutyna (3-O-rutynozyd
kwercetyny, szeroko rozpowszechniona jako metabolit
wtérny w roSlinach) jest co najmniej dwukrotnie lepiej
rozpuszczalna (130 mg/l).

Zarowno kwercetyna, jak i rutyna sa skladnikami
wielu preparatow ziotowych i byly szeroko badane
pod katem r6znorodnych dziatan farmakologicznych,
w tym wlasciwosci przeciwwirusowych, przeciwbakte-
ryjnych i przeciwzapalnych.

Weczeéniej autorzy, stosujac kombinacje biofizycz-
nych technik in vitro, wykazali, ze kwercetyna ma
zdolno$¢ hamowania gléwnej proteazy SARS-CoV-2
(Mpro = 3CLpro/proteaza podobna do 3C). 3CLpro
stanowi doskonaly cel farmakologiczny, poniewaz
jest wysoce konserwatywna wsrdd réznych cztonkow
rodziny koronawiruséw i zadna z ludzkich proteaz
komorek gospodarza nie wykazata podobnej spe-
cyficznosci. Biatko to jest kluczowym skladnikiem
mechanizmu replikacji wirusa SARS-CoV-2, gdyz
uczestniczy w przetwarzaniu poliprotein uzyskanych
od komoérek gospodarza, w celu wytworzenia wielu
kluczowych biatek wirusowych, w tym samego 3CLpro.
Poniewaz kwercetyna zostala uznana jako najlepszy
kandydat w eksperymentalnym programie badan prze-
siewowych zwiazkow, autorzy postanowili sprawdzic,
czy obecno$¢ najczesciej wystepujacej czesci cukro-
wej, naturalnie przylaczonej do kwercetyny, pozwala
formie glikozydowej zachowa¢ kluczowe bioaktywne
wlasciwosci aglikonu.

Wyniki uzyskane przez autordw, dzieki potaczeniu
technik symulacyjnych i eksperymentalnych, pokazuja,
Ze rutyna wiaze si¢ z kieszenia katalityczng 3CLpro
i, podobnie jak jej macierzysty zwigzek kwercetyna,
oddziatuje z diadg reszt biatkowych, odpowiedzialnych
za katalityczna aktywnoS¢ proteazy.

Identyfikacja i projektowanie zwiazkOw przeciw-
wirusowych przeciwko SARS-CoV-2 ma ogromne

znaczenie jako jeden z gtéwnych sposobow zmniej-
szania wptywu COVID-19 na zdrowie publiczne.
W szczego6lnosci hamowanie aktywnosci katalitycznej
gtéwnej proteazy 3CLpro (Mpro) jest jedna z naj-
lepszych farmakologicznych strategii blokowania
replikacji wirusa u dotknigetych chorobg pacjentéw.
Wysokie podobienstwo miejsca aktywnego miedzy
roznymi wariantami SARS-CoV-2 a takze innymi
koronawirusami sprawia, ze podejscie to jest szcze-
gblnie interesujace rowniez w celu zmniejszenia
czestoSci wystepowania obecnych i prawdopodobnie
przysztych zakazefi z powodu innych pokrewnych
szczepOw wirusOw. Po uprzednio opisanej roli kwer-
cetyny jako silnego inhibitora 3CLpro in vitro autorzy
wykazali, Ze rutyna — jej glikozydowa forma — jest
réwniez skuteczna w tym zakresie i ma poréwnywalna
site dzialania. OkreSlenie dziatania przeciwwirusowe-
go in vivo tego zwiazku i ewentualnie jego pochod-
nych na ludzkie komorki da konkretna odpowiedz
na mozliwo$¢ bezposredniego zastosowania jako
Srodka leczniczego.

Jest to jeszcze jeden naturalny zwiazek, potencjal-
nie aktywny przeciwko SARS-CoV-2, wykazujacy do-
bra tolerancje w stosowaniu u ludzi. Autorzy sugeruja,
ze ze wzgledu na obecno$¢ wielu grup hydroksylowych,
umozliwiajacych ich tatwe podstawienie, istnieja duze
mozliwoSci modyfikacji kwercetyny/rutyny i zaprojek-
towania bardziej skutecznych analogéw.

Rutyna jako inhibitor bialek SARS-CoV-2
moze by¢ substancja modelowa

do opracowania leku do stosowania
w COVID-19

Rahman F., Tabrez S., Ali R. i wsp. Molecular docking
analysis of rutin reveals possible inhibition of SARS-
-CoV-2 vital proteins. J Tradit Complement Med 2021,
11(2), 173-179.

Autorzy wykazali, ze rutyna tworzy wiele interakcji,
w tym konwencjonalne wiagzania wodorowe, pi-siar-
kowe, pi-alkilowe i wiazania wegiel-wodor z reszta-
mi kieszeni wigzacych substrat bialek SARS-CoV-2.
Te interakcje pomagaja zablokowac rutyne wewnatrz
kieszeni wiazacej substrat, a tym samym skutecznie
hamowa¢ biatka SARS-CoV-2. Zaréwno charakter
wiazan, jak i wlaSciwoSci terapeutyczne sprawiaja,
ze rutyna jest wiodacym zwiazkiem do opracowania
potencjalnego inhibitora biatek SARS-CoV-2: Mpro,
RdRp, PLpro i proteiny S.

Proteaza Mpro jest wirusowi potrzebna, aby mogt
replikowaé, a jej zahamowanie lub unieszkodliwienie
prowadzi do zniszczenia wirusa. Okazato sie, ze sktad-
niki obecne w zielonej herbacie, skorce i nasionach
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niektorych odmianach winogron w kakao i gorzkiej
czekoladzie przylaczaja sie do réznych fragmentéw
kluczowej dla wirusa proteazy. Mpro ma czgS¢ przy-
pominajaca kieszen, ktéra wypetnia sie¢ tymi substan-
cjami, a kiedy zostanie zapetniona, proteaza traci
swoja wazna funkcje.

Dzigki polimerazie RNA, zaleznej od RNA (RdRp)
wplywajacej na tworzenie dtugich faficuchéw kwaséw
nukleinowych, koronawirus replikuje swdj genom
RNA. Poniewaz w ludzkim organizmie biatko to nie
wystepuje — polimeraza RDRp moze by¢ idealnym
celem dla dzialania leku przeciw wirusowi wywotuja-
cemu COVID-19.

Jednym z gtéwnych bialek SARS-CoV-2 jest prote-
aza PLpro (proteaza podobna do papainy), odgrywa-
jaca kluczowa role w replikacji wirusa poprzez wplyw

na przetwarzanie biatek (zwigksza szybko$¢ rozktadu
biatek na polipeptydy lub pojedyncze aminokwasy)
i wplywajaca na obnizenie odpowiedzi immunolo-
gicznej. Hamowanie aktywnoSci PLpro stanowi wigc
wazna strategie terapeutyczna, a sam enzym — Swietny
cel dla potencjalnych substancji leczniczych.

Biatko kolca S petni kluczowa role w zarazaniu
komorek gospodarza, umozliwia wniknigcie wirusa
do wnetrza komorki (interakcja z receptorem ACE2)
i zainfekowanie jej.

Rutyna jest flawonoidem szeroko wystepujacym
w S§wiecie ro§linnym, niewykazujacym toksycznosci
ogollnoustrojowej, a jej plejotropowe dziatanie jest
wykorzystywane w medycynie tradycyjnej. Obecne
badanie moze by¢ pomocne w opracowywaniu nowych
lub skojarzonych lekéw do leczenia COVID-19.

Wybor i opracowanie
prof. dr hab. n. farm. Irena Mattawska
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