Wybrane aspekty przeciwwirusowej aktywnosci
flawonoidow wzgledem SARS-CoV-2

STRESZCZENIE

Koronawirusy wywoluja choroby drég oddechowych, przewodu pokarmowego i central-
nego ukladu nerwowego, ktore zagrazaja zdrowiu ludzkiemu i przyczyniaja sie do strat
ekonomicznych. Nowatorskie technologie wytwarzania powoduja mozliwo$é wykorzysta-
nia zwiazkéw bioaktywnych jako czynnikéw przeciwwirusowych. Wiekszos¢ owocoéw, wa-
rzyw oraz produktéw pochodzenia roslinnego zawiera w skladzie flawonoidy. Liczne bada-
nia wykazaly prozdrowotny efekt tej grupy zwiazkéw, wynikajacy z ich potencjalu przeciw-
utleniajacego. Aktywnos¢, jaka antyoksydant wykazuje w organizmie jest wypadkowa wie-
lu czynnikéw, ktére moduluja reaktywnosé i wlasciwosci fizykochemiczne, posréd ktérych
najwieksze znaczenie ma struktura chemiczna. Narzedzia bioinformatyczne wykorzystujace
modelowanie molekularne czesto poprzedzaja badania in vitro i in vivo. Celem niniejsze-
go przegladu jest ukazanie mechanizmu dzialania przeciwwirusowego flawonoidéw wobec
SARS-CoV-2, odpowiedzialnego za COVID-19. Zebrano badania wykorzystujace wirtualne
modele dokowania molekularnego nakierowane na sprawdzenie powinowactwa flawono-
idow do kluczowych bialek cyklu replikacyjnego wirusa SARS-CoV-2. Sposrod flawono-
idéw o dzialaniu przeciwwirusowym najaktywniejszymi okazaly sie apigenina, luteolina,
izoramnetyna, kemferol, mirycetyna, kwercetyna, hesperetyna, naryngenina i genisteina.
Wskazano produkty zywieniowe o wysokiej zawartosci tych zwiazkow.

WPROWADZENIE

Koronawirusy (CoV) zakazaja komoérki ludzkie i innych gatunkéw zwierzat
oraz powoduja réznorodne wysoce zarazliwe i ciezkie choroby, w tym zespot
ciezkiej ostrej niewydolnosci oddechowej (SARS) oraz bliskowschodni zespoét
niewydolnosci oddechowy (MERS) [1]. Sa to otoczkowe wirusy o dodatnim,
jednoniciowym RNA, ktére naleza do podrodziny Coronavirinae, rodziny Co-
ronavirdiae, rzedu Nidovirales. Znane sg cztery rodzaje CoV: alfakoronawirusy
(aCoV), betakoronawirusy (BCoV), deltakoronawirusy (6CoV) oraz gammako-
ronawirusy (yCoV). Wirus wywolujacy zesp6t ostrej niewydolnosci oddechowej
(SARS-CoV-2) nalezy do B-koronawiruséw [2].

Udowodniono, ze flawonoidy zawarte w diecie sg silnymi czynnikami wpty-
wajacymi na uklad odpornoséciowy, a terapie z zastosowaniem tych bioaktyw-
nych zwiazkéw zmniejszaja ryzyko wystapienia choréb wywolanych przez
koronawirusy [3-6]. Zwiazki te wykazuja dzialanie hamujace na kilku etapach
cyklu zyciowego wirusa. Moga blokowacé proces przylaczania i wnikania czgstki
wirusowej do komoérki gospodarza. W niektérych przypadkach moga modyfiko-
wac strukture wirionu, co zaburza odplaszczanie czgstki wirusowej, jak réwniez
by¢ inhibitorami wczesnych etapéw replikacji materialu genetycznego wirusa,
blokowa¢ transkrypcje i translacje oraz obrébke potranslacyjna wirusowych bia-
tek [7]. Aktywnos¢ przeciwwirusowa flawonoidéw to réwniez oddziatywanie
z czynnikami komérkowymi niezbednymi w cyklu replikacyjnym wirusa oraz
modulacja uktadu immunologicznego gospodarza. Zwiazki te moga odgrywac
zasadnicza role w zapobieganiu powiklaniom zwiazanym z SARS-CoV-2 po-
przez modulowanie ekspresji mikroRNA gospodarza, ktére odgrywaja role w
regulacji infekcji wirusowej [8,9]. Do analizy wplywu struktury na aktywnosé
antyoksydacyjna, bedaca jednym z gléwnych czynnikéw wiasciwosci przeciw-
wirusowych flawonoidéw, wykorzystuje sie mechanike kwantowa [10,11]. Dzie-
ki niej mozna uzyska¢ modele chemiczne lub biologiczne, ktére nastepnie pod-
daje sie konkretnym programom obliczeniowym w celu wizualizacji, symulacji i
interpretacji wzajemnie powigzanych systeméw, zaangazowanych w interakcje
lek-receptor. Metodyka koncentruje sie na dokowaniu molekularnym i ma na
celu sprawdzenie powinowactwa flawonoidéw do kluczowych zwiazkéw cyklu
replikacyjnego wirusa SARS-CoV-2, takich jak: biatko S kolca, proteaza papa-
ino-podobna (PLpro), proteaza podobna do chemotrypsyny (3CLpro), proteaza
glowna (MPro), polimeraza RNA zalezna od RNA (RdRp), enzym konwertuja-
cy angiotensyne 2 (ACE2), transblonowa proteaza serynowa typu 2 (TMPRSS2)
oraz niestrukturalne biatka wirusa (Nsp) [8,9]. Metody in silico wykorzystuja
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Rycina 1. Wzory strukturalne flawonoidéw dziatajacych anty-SARS-CoV-2. Kolorem czerwonym oznaczono charakterystyczne grupy dla wybranych flawonoidow.

m.in. istote zjawiska rezonansu, wiazani wodorowych oraz
topologii grup hydroksylowych. Sg to szybsze i tafisze me-
tody typowania zwigzkéw o wysokim potencjale terapeu-
tycznym, ktére nastepnie moga by¢ poddawane badaniom
in vitro czy in vivo [12,13]. W niniejszym przegladzie przed-
stawiono mechanizm dzialania wybranych flawonoidéw
przeciw wirusowi SARS-CoV-2, odpowiedzialnemu za CO-
VID-19. Zebrano badania wykorzystujace wirtualne mode-
le dokowania molekularnego dla ukladu flawonoid-biatka
strukturalne /niestrukturalne wirusa SARS-CoV-2. Wérod
flawonoidéw udokumentowane znaczenie przeciwwiruso-
we posiadaja flawony (m.in. apigenina, luteolina), flawono-
le (m.in. izoramnetyna, kemferol, mirycetyna, kwercetyna),
flawanony (m.in. hesperetyna, naryngenina) oraz izoflawo-
ny (m.in. genisteina). Podano przyktady produktéw zywie-
niowych o wysokiej zawartosci tych zwigzkow.

PATOGENEZA SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 tworzy genom zamkniety w biatkowym
kapsydzie [14]. Genomem jest pojedyncza ni¢ RNA o do-
datniej polarnosci, nukleokapsyd zbudowany z biatka N i
RNA oraz ostonka pochodzaca z komérki gospodarza. W
sklad ostonki wchodza lipidy oraz wirusowe biatka oston-
kowe, blonowe (membranowe) oraz glikoproteiny S (biatko
S kolca) przypominajace swoim wygladem kolce [2]. Bial-
ko S kolca koronawiruséw odpowiedzialne jest za wigza-
nie z receptorem komoérkowym i fuzje z blong komoérkowa.
Glownym receptorem komoérkowym wykorzystywanym
przez koronawirusy czltowieka jest enzym ACE2. Wnika-
nie wirusa SARS-CoV-2 nastepuje po polaczeniu sie biatka
S kolca z ACE2 na zasadzie endocytozy. W zakwaszonych
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Rycina 2. Schemat budowy i wigzania z btong komérki gospodarza wirusa SARS-CoV-2. Wirion SARS-CoV-2 sklada sie z nukleokapsydu zlozonego z bialka nukleokap-
sydu i pojedynczej nici RNA oraz lipidowo-bialkowej otoczki zawierajacej biatka membranowe, bialka ostonkowe i biatka S kolca. Wirus za posrednictwem biatka S kolca
wigze sie z bialkiem ACE2. Pokazano miejsca dokowania flawonoidéw do biatek wirusowych: Biatka wirusa hamowane przez flawonoidy (A) biatko S kolca: (apigenina,
luteolina, mirycetyna, kwercetyna, hesperetyna, naryngenina, genisteina), (B) PLpro, Mpro, 3CLpro: (apigenina, luteolina, izoramnetyna, kemferol, mirycetyna, kwercety-
na, hesperetyna, naryngenina, genisteina), (C) RdRp: (apigenina, luteolina, kemferol, mirycetyna, kwercetyna, hesperetyna, naryngenina, genisteina), (D) Nsp (apigenina).
Biatka blony komérkowej komoérki gospodarza (E) ACE2: (apigenina, luteolina, izoramnetyna, kemferol, kwercetyna, hesperetyna, naryngenina, genisteina), (F) TMPRSS2:

(mirycetyna, kwercetyna, hesperetyna, genisteina).
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Tabela 1. Flawonoidy hamujace bialka wirusa SARS-CoV-2 (badania in silico).

Biatko docelowe References

Flawonoid

Luteolina Mpro/3CLpro [12,20]
RdRp [21,23]
Biatko S kolca [18,24]

ACE2 [22,24]

Kemferol Mpro/3CLpro [18,19]
PLpro [27]
RdRp [28]
ACE2 [28]

Kwercetyna Mpro/3CLpro [12,18,32-34]
RdRp [11,21,28]
TMPRSS2 [30,35]
Biatko S kolca [21,22]

ACE2 [22,25,28]

Naryngenina Mpro/3CLpro [12,21,25]
Biatko S kolca [21,36,38]
RdRp [21]
ACE2 [25]

endosomach przy udziale m.in. katepsyny L oraz TMPRSS2
dochodzi do cigcia enzymatycznego bialka S w dwoéch
miejscach, co umozliwia materialowi genetycznemu wiru-
sa wnikniecie do cytoplazmy gospodarza [11,15]. Nastep-
nie dochodzi do ekspresji protein, ktére sa enzymatycznie
przecinane przez proteazy Mpro, 3CLpro, PLpro, co prowa-
dzi do powstania bialek Nsp. Biatko Nsp10 tworzy z Nsp14
oraz Nspl6 kompleks metylacyjny czapeczki mRNA. Na-
tomiast helikaza Nsp13 uczestniczy w tworzeniu czapeczki
na 5 koncu wirusowego mRNA. Biatka Nsp tworzg kom-
pleks replikacyjno-transkrypcyjny, co umozliwia wirusowi
powielenie materialu genetycznego oraz synteze mRNA,
uzywanego nastepnie jako matryca do translacji bialek
strukturalnych. W sktad tego kompleksu wchodzi polime-
raza RdRp, ktéra uczestniczy w syntezie nowego genomu
oraz ekspresji bialek strukturalnych [16,17].

FLAWONOIDY O DZIALANIU ANTY-SARS-CoV-2

Badania in silico potwierdzily, ze aktywnos$¢ hamujaca na
wymienione biatka wirusowe wykazuja: apigenina, luteoli-
na, izoramnetyna, kemferol, mirycetyna, kwercetyna, hespe-
retyna, naryngenina i genisteina. Wzory strukturalne tych
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flawonoidéw zostaly przedstawione na rycinie 1. Dokowa-
nie molekularne wykorzystywane w badaniach in silico po-
zwala na drodze obliczeniowej zaproponowac preferowana
orientacje przestrzenng ligandu (flawonoidu) wobec recep-
tora (biatka wirusa) podczas tworzenia stabilnego komplek-
su. Metoda ta opiera sie na rozpoznaniu molekularnym cza-
steczek w celu wywolania okreslonej odpowiedzi biologicz-
nej. Opracowano szereg teorii wyjasniajacych zdolnosé leku
do odzialywania z receptorem, m.in.: teoria zamka i klucza
Fischera czy teoria zakt6cerr miedzyczasteczkowych. Proce-
sy te odbywaja si¢ w sposob iteracyjny do momentu zna-
lezienia minimum energii swobodnej powstalego komplek-
su ligand-receptor (im niZsza wartoé¢ energii tym wyzsze
powinowactwo do biatka). Szacowane jest powinowactwo
wigzania uzyskanych komplekséw ligand-receptor i ich
ranking za pomoca tzw. funkcji oceniajacych. Oceniana jest
energia wigzania powstatego kompleksu poprzez zsumo-
wanie wszystkich sktadowych oddziatywan, m.in. elektro-
statycznych, van der Waalsa, wigzann wodorowych [34-36]. 1
tak, dla przyktadu, dla kwercetyny, w zaleznosci od miejsca
wigzania i zastosowanego programu obliczeniowego, ener-
gia wigzania wynosi: od -7,50 kcal/mol do -8,20 kcal/mol
(3CLpro); od -8,30 kcal/mol do -9,90 kcal/mol (Mpro); -7,75
kcal/mol (RdRp); -9,20 kcal/ mol (TMPRSS2); od -8,50 kcal/
mol do -86,22 kcal/mol (biatko S kolca); od -4,41 kcal/mol
do -92,05 kcal/mol (ACE2) [22,24,25,28,30]. Na podstawie
powinowactwa i energii wigzania, okreslono zwigzek mie-
dzy biatkami wirusowymi a innymi flawonoidami. Stwier-
dzono, ze apigenina hamuje struktury bialkowe, takie jak
Mpro/3CLpro, Nsp10, RdRp, biatko S kolca, ACE2; luteoli-
na - biatko S kolca, Mpro/3CLpro, RdRp, ACE2; izoram-
netyna - Mpro/3CLpro, ACE2; kemferol - Mpro/3CLpro,
PLpro, RdRp, ACE2; mirycetyna - Mpro/3CLpro, RdRp,
biatko S kolca, TMPRSS2, Nsp13; hesperetyna - Mpro/3CL-
pro, biatko S kolca, ACE2, TMPRSS2, RdRp; naryngenina
- Mpro/3CLpro, biatko S kolca, RdRp, ACE2; a genisteina -
Mpro/3CLpro, biatko S kolca, RdRp, ACE2 oraz TMPRSS2
(Tab. 1). Schemat budowy i wiazania z blong komérki go-
spodarza wirusa SARS-CoV-2 oraz miejsca dokowania fla-
wonoidéw do biatek wirusowych przedstawia rycina 2.

W tabeli 2 zebrano produkty zywnosciowe o udokumen-
towanej wysokiej zawartosci tych zwiazkéw. Zaliczamy do
nich m.in. warzywa (pietruszka, seler, cebula), owoce (czar-
ny bez, aronia, mandarynka, wiénia) oraz ziola i przyprawy
(mieta, oregano, lubczyk, moringa, szafran). Ze wzgledu
na przeciwwirusowe wiasciwosci flawonoidéw, zywnosé o
wysokiej zawartosci tych zwigzkéw powinna by¢ zalecana
w profilaktyce oraz pomocniczo w standardowym leczeniu
COVID-19.

PODSUMOWANIE

Wyciagi roslinne i zwigzki naturalne wykazuja udowod-
niong naukowo aktywnos¢ przeciw licznym wirusom, réw-
niez przeciw wirusowi SARS-CoV-2, odpowiedzialnemu za
COVID-19. Wsréd zwigzkéw roélinnych najwiekszy poten-
cjat wykazuja zwiazki fenolowe, w tym flawonoidy. Dzia-
tanie ich opiera si¢ na hamowaniu aktywnosci biatek wi-
rusowych, strukturalnych i niestrukturalnych, zar6wno na
etapie wnikania wirusa, jak i regulacji jego cyklu replikacyj-
nego. W swietle przeprowadzonych badan in silico mozna
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Referencja

FLAWONY

Luteolina Oregano (Lippia graveolens) [42]
Seler, nasiona (Apium graveolens) [44]
Tymianek swiezy (Thymus vulg.) [40,45]
Mieta pieprzowa (Mentha piperita) — [40,43]
Szatwia (Salvia Officinalis) [46]
Por (Allium porrum L.) [45]
Rzodkiewka (Raphanus sativus) [45]

Seler, liscie (Apium graveolens)
FLAWONOLE

[46,47]

Kemferol Szafran (Crocus sativus) [51]
Kapary (Capparis) [52]
Rukola (Eruca sativa Mill.) [54]
Imbir (Zingiber zerumbet) [54]
Jarmuz (Brassica oleraceae) [48]
Gorczyca (Brassica juncea) [48]
Rzepa (Brassica rapa) [54]
Rukiew (Nasturtium officinale) [40,54]
Fasola (Phoaseolus vulg.) [55,56]
Mitorzab (Ginkgo biloba) [44]
Musztarda (Brassica juncea) [44]
Liczi (Litchi chinensis) [57]
Moringa (Moringa oleifera) [44]
Szczypiorek (Allium schoenpr.) [54]

FLAWANONY

Naryngenina Oregano (Lippia graveolens) [43]
Rozmaryn (Salvia rosmarinus) [46]
Pomararicza (Citrus sinensis) [55,81]

IZOFLAWONY

wywnioskowag, ze flawonoidy moga stuzy¢ jako skuteczne
terapeutyki przeciw SARS-CoV-2. Uzyskane rezultaty daja
podstawe do dalszych badarn in vitro i in vivo. Wykorzysta-
nie zrédel zywnosci o duzej zawartosci flawonoidéw, moze
by¢ podstawowym Srodkiem zapobiegawczym przeciw
SARS-CoV-2 oraz pomocnym w terapii uzupelniajacej dla
pacjentow z COVID-19.
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ABSTRACT

Coronaviruses cause diseases of the respiratory tract, gastrointestinal tract and central nervous system, which threaten human health and
contribute to economic losses. Innovative production technologies make it possible to use bioactive compounds as antiviral agents. Most
fruits, vegetables and plant products contain flavonoids. Numerous studies have demonstrated the health-promoting effect of this group of
compounds resulting from their antioxidant potential. The activity of an antioxidant in the body is the result of many factors that modulate the
reactivity and physicochemical properties, among which the chemical structure is the most important. Bioinformatics tools using molecular
modeling often precede research using in vitro and in vivo methods. The aim of this review is to present the mechanism of antiviral action of
flavonoids against SARS-CoV-2, responsible for COVID-19. Studies using virtual molecular docking models were collected to test the affinity
of flavonoids for key proteins of the SARS-CoV-2 virus replication cycle. Among the flavonoids with antiviral activity, the most active were
apigenin, luteolin, isorhamnetin, kaempferol, myricetin, quercetin, hesperetin, naringenin and genistein. Food products with a high content
of these compounds are indicated.

— Ry ) | -

ACE2
TMPRSS2

genisteina

Postepy Biochemii Prace w druku 7



