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				Wykaz skrótów: BBR (ang. berberine) – ber-beryna; BoHV-1 (ang. Bovine herpesvirus type 1) – herpeswirus bydła typu 1; GRP (ang. gly-cine-rich RNA-binding proteins) – białka bogate w glicynę wiążące RNA; EGCG (ang. epigallo-catechin-3-gallate) – galusan epigallokatechiny; EMCV (ang. Encephalomyocarditis virus) – wirus zapalenia mózgu i mięśnia sercowego; EV71 (ang. Enterovirus 71) – ludzki enterowirus 71; RIPs (ang. ribosome-inactivating proteins) – bi-ałka inaktywujące rybosomy; EBV (ang. Ep-stein-Barr virus) – wirus Epsteina-Barr; HBV (ang. Hepatitis B virus) – wirus zapalenia wątro-by typu B; HCV (ang. Hepatitis C virus) – wirus zapalenia wątroby typu C; HCMV(ang. Human cytomegalovirus) – ludzki wirus cytomegalii; HIV (ang. Human immunodeficiency virus) – ludzki wirus niedoboru odporności; HPV (ang. Human papillomavirus) – ludzki wirus brodaw-czaka; HSV (ang. Herpes simplex virus) – wirus opryszczki pospolitej; PR (ang. pathogenesis-re-lated proteins) – białka związane z patogenezą; RSV (ang. Respiratory syncytial virus) – syncy-tialny wirus oddechowy; IAV (ang. Influen-za A virus) – wirus grypy typu A; PRV (ang. Pseudorabies virus) – wirus pseudowścieklizny; NDV (ang. Newcastle disease virus) – wirus cho-roby Newcastle; PHT (ang. phenylheptatriyne); 

			

		

		
			
				Przeciwwirusowe związki izolowane z roślin

			

		

		
			
				Streszczenie

				Wirusy są wewnątrzkomórkowymi patogenami, które wykorzystują liczne procesy ko-mórkowe oraz białka i czynniki wirusowe do swojej replikacji. Obecnie nie ma odpo-wiednich środków umożliwiających zwalczanie licznych zakażeń wirusowych. Skuteczny lek przeciwwirusowy nie powinien uszkadzać komórkowych procesów metabolicznych w zakażonej komórce, jak również w komórkach niezainfekowanych. Rośliny stanowią po-tencjalne źródło czynników przeciwwirusowych, takich jak: alkaloidy, flawonoidy, kwasy fenolowe, fenylopropanoidy, ligniny, terpenoidy, chininy, taniny, tiofeny, poliacetyleny czy białka. Niektóre z tych czynników wykazują szerokie spektrum aktywności przeciwwiru-sowej.

				WSTĘP

				Zakażenia wirusowe są jedną z głównych przyczyn chorób i śmiertelności lu-dzi na świecie. Sprzyjają temu takie czynniki, jak mobilność, wzrost urbanizacji, zabiegi kliniczne, a przede wszystkim brak odpowiednich leków przeciwwiru-sowych. Obecnie dostępnych jest 19 różnych czynników przeciwwirusowych, które stosowane są do leczenia zakażeń takimi wirusami, jak HIV (ang. Human immunodeficiency virus), wirus opryszczki pospolitej , wirusy grypy i zapalenia wątroby [1,2]. Dla większości wirusów atakujących ludzi brakuje odpowiednich leków, jak również niedostępne są szczepionki. Źródłem nowych czynników przeciwwirusowych mogą być rośliny, z których ekstrakty od dawna były sto-sowane w medycynie ludowej do leczenia licznych zakażeń. Szacuje się, że 20–30% roślin tropikalnych i z regionów o klimacie umiarkowanym może zawierać czynniki o aktywności przeciwwirusowej. Liczne związki przeciwwirusowe izolowane dotychczas z roślin mają różną strukturę chemiczną, jak również od-mienny jest mechanizm ich działania molekularnego (Tabela 1) [2,3]. Związki takie wyizolowano z roślin zaliczanych do różnych rodzin. Niektóre substan-cje roślinne wykazują aktywność przeciwwirusową względem kilku wirusów, jak np. glicyryzyna (ang. glycyrrhizin) izolowana z lukrecji gładkiej (Glycyrrhiza glabra) względem wirusa herpes HSV (ang. Herpes simplex virus), grypy (ang. In-fluenza virus), czy SARS (ang. severe acute respiratory syndrome) [4,5]. Szczególnie interesujące są wytwarzane przez rośliny metabolity wtórne, takie jak polifeno-le, terpeny, alkaloidy, których aktywność farmakologiczna jest od dawna znana i wykorzystywana w medycynie.

				Leki przeciwwirusowe muszą cechować się określonymi właściwościami, co wynika z natury wirusów. Wirusy są wewnątrzkomórkowymi pasożytami, których namnażanie się w komórce jest zależne od czynników i procesów ko-mórkowych, jak również czynników wirusowych. Z tego względu skuteczny lek przeciwwirusowy musi swoiście blokować namnażanie się wirusów i nie uszkadzać komórki, jak też komórek sąsiednich (Ryc. 1) [6]. Celem działania leków przeciwwirusowych mogą być wirusowe cząsteczki – zlokalizowane na powierzchni wirionu, rozpoznające komórkę i ułatwiające wirusowi adsorpcję oraz penetrację do jej wnętrza – wirusowe kwasy nukleinowe, białka, czy wiru-sowe osłonki pochodzące z błon komórkowych gospodarza. Wirusy zawierające osłonki wykorzystują błony komórkowe do składania wirusowych cząstek we-wnątrz komórki i ich uwalniania z komórki, dlatego ich zniszczenie uniemoż-liwia przebieg tych procesów. Innym celem leków przeciwwirusowych mogą być wirusowe kwasy nukleinowe. Materiałem genetycznym wirusów może 

			

		

		
			
				SARS-CoV-2 (ang. Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) – wirus ciężkiej niewydolności odechowej typu 2; SeV (ang. Sendai virus) – wirus Sendaj; SINV (ang. Sindbis virus) – wirus Sindbis; VSV (ang. Vesicular stomatitis virus) – wirusa pęcherzykowego zapalenia jamy ustnej;
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				Tabela 1. Związki chemiczne o aktywności przeciwwirusowej izolowane z roślin.

				
					Roślinny czynnik przeciwwirusowy

				

				
					Przykłady roślin, z których wyizolowano

				

				
					Alkaloidy i ich pochodne

				

				
					pokrzyk wilcza jagoda (Atropa belladonna L.)

				

				
					Kumaryny

				

				
					gumiak (Callphyllum lanigerum)

				

				
					Flawonoidy

				

				
					chryzantema wielokwiatowa (Chrysanthemum morifolium)

				

				
					Terpenoidy (mono-, di-, tri-, seskwi-)

				

				
					rozmaryn lekarski (Rosmarinus officinalis L.)

				

				
					Fenole

				

				
					czapetka pachnąca (Syzygium aromaticum)

				

				
					Fenylopropanoidy

				

				
					kawa arabska (Coffea arabica)

				

				
					Taniny

				

				
					malina właściwa (Rubus idaeus L.)

				

				
					Tiofeny i poliacetyleny

				

				
					czosnek właściwy (Allium sativum L.)

				

				
					Chinony

				

				
					rabarbar dłoniasty (Rheum palmatum var. tanguticum)

				

				
					Ligniny

				

				
					twardnik japoński (Lentinus edodes)

				

				
					Białka

				

				
					papryka roczna (Capsicum annuum L.)
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				Rycina 1. Wpływ związków roślinnych na cykl replikacyjny wirusów. 

				Działanie przeciwwirusowe związków roślinnych może polegać na: wiązaniu się z cząsteczkami na powierzchni wirionu odpowiedzialnymi za rozpoznanie komórki przez wirusa i jego adsorpcję do komórki, blokowaniu receptorów na powierzchni komórki gospodarza, blokowaniu procesu fuzji błon i penetracji wirusa do komórki, hamowaniu odpłaszczania wirusowego materiału genetycznego, blokowaniu syntezy wirusowych kwasów nukleinowych, blokowaniu translacji wirusowych białek i ich obróbki potranslacyjnej, blokowaniu składania wirionów potomnych, blokowaniu uwalniania wirusowych cząstek potomnych z komórki.
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				być DNA lub RNA. Synteza wirusowego DNA zachodzi z udziałem enzymów komórkowych lub wirusowych. W re-plikacji wirusowych genomów potomnych typu RNA biorą udział swoiste wirusowe replikazy RNA. Niektóre wirusy wymagają do replikacji wirusowej odwrotnej transkrypta-zy. Enzymy takie mogą stanowić doskonały cel dla terapii przeciwwirusowej. Większość dotychczas stosowanych le-ków jest inhibitorami tych enzymów. Badania nad lekami przeciwwirusowymi ukierunkowane są także na poszuki-wanie czynników wzmacniających działanie układu odpor-nościowego [7].

				PRZECIWWIRUSOWE DZIAŁNIE ZWIĄZKÓW ROŚLINNYCH

				ALKALOIDY

				Roślinne alkaloidy stanowią dużą (ponad 12 tysięcy związków), heterogenną grupę metabolitów wtórnych, cha-rakteryzowaną przez obecność atomu azotu w jednej z po-zycji w pierścieniu węglowym (Ryc. 2). Związki te zostały podzielone na ponad 20 grup ze względu na ich budowę chemiczną (pierścień heterocykliczny), szlak biosyntezy, czy biologiczne właściwości. Wyróżniamy m.in. alkaloidy tropanowe, indolowe, imidazolowe, purynowe, pirymidy-nowe [8].

				Większość alkaloidów to związki aktywne biologicznie, które od dawna były i nadal są powszechnie wykorzysty-wane w medycynie tradycyjnej, w leczeniu schorzeń ukła-du pokarmowego, czy chorób zakaźnych [9]. Liczne ba-dania wykazały, że mogą one działać przeciwbakteryjnie, przeciwnowotworowo, przeciwwirusowo i przeciwgrzy-bicznie. Naturalnie występujące alkaloidy, jak również ich syntetyczne pochodne stanowią obecnie bogate źródło do projektowania nowych, skutecznych leków [9].

				Do tej pory poznano ponad 40 alkaloidów o właściwo-ściach przeciwwirusowych. Związki te mogą znaleźć za-stosowanie w leczeniu najbardziej popularnych i/lub za-grażających życiu zakażeń, np. wirusem polio, grypy, czy wirusem HIV [10]. Od wielu lat identyfikowane są liczne al-kaloidy, które wykazują działanie przeciwko wirusowi HIV [11]. W grupie tej znajdują się związki, których mechanizm działania polega na blokowaniu replikacji wirusa w wyni-ku wiązania i/lub hamowania działania odwrotnej trans-ktyptazy, m.in. korydyna znajdująca się w ekstrakcie liści krotona (Croton echinocarpus), aristolaktamy pochodzące z Dasymaschalon echinatum, emetyna z ipekakuany prawdzi-

			

		

		
			
				wej (Psychotria ipecacuanha), czy papaweryna z maku lekar-skiego (Papaver somniferum) [11-14].

				Alkaloidy mogą być także obiecującymi związkami w walce z wirusem grypy. Opisano ponad 43 alkaloidy, w tym te pochodzenia roślinnego, które mogą pomóc w zwal-czaniu tego wirusa. Mechanizm ich działania polega na bezpośrednim wiązaniu białek wirusowych lub pośrednim działaniu w wyniku stymulacji układu immunologicznego gospodarza. Roślinne alkaloidy mogą blokować proces re-plikacji wirusa, hamować transport i dojrzewanie wiruso-wych białek (berberyna) lub jak alkaloidy chinolizydynowe, zaburzać transport do miejsca docelowego białek nukle-okapsydu [15].

				Wiele związków naturalnych, pochodzenia roślinnego wykazuje również działanie przeciwwirusowe względem wirusów HSV-1 i HSV-2. Znajdują się wśród nich takie al-kaloidy, jak harman (ang. harmane), harmina (ang. harmine) oraz aptamina (ang. aptamine) [16,17]. Na przykład, harmina zaburza proces wnikania wirusa HSV do komórki i moż-liwość uwalniania jego cząstek potomnych, hamuje także aktywność komórkowych kinaz DYRK (ang. dual specifici-ty tyrosine phosphorylation-regulated kinases) kluczowych dla replikacji wirusów HSV oraz HCMV (ang. Human cytome-galovirus) [18,19]. Innym przykładem może być aktywność alkaloidu tomatydyny (ang. tomatidine), pozyskiwanego z niedojrzałych, zielonych pomidorów. Związek ten wyka-zuje aktywność przeciwwirusową względem DENV (ang. Dengue virus) i ZIKV (ang. Zika virus) oraz alfawirusa z ro-dziny Togaviridae CHIKV (ang. Chikungunya virus), przeno-szonych przez komary [20,21].

				Jednym z naturalnych niskotoksycznych, roślinnych al-kaloidów o silnych właściwościach przeciwwirusowych jest berberyna (BBR) [22]. Należy ona do alkaloidów izochi-nolinowych i jest głównym przedstawicielem klasy alkalo-idów protoberberynowych. Aktywność przeciwwirusową BBR wykazano względem wirusa grypy H1N1 [23], wirusa Chikungunya oraz innych alfawirusów [24], enterowirusa 71 (EV71, ang. Enterovirus 71) [25], syncytialnego wirusa oddechowego (RSV, ang. Respiratory syncytial virus) [26], wirusa cytomegalii (CMV) [27], opryszczki (HSV) [28] oraz SARS-CoV-2 (ang. Severe acute respiratory syndrome corona-virus 2) [29]. BBR wykazuje również działanie przeciwbak-teryjne, przeciwnowotworowe i przeciwzapalne [30]. Jego bogatym źródłem jest kilka roślin medycznych – berberys (Berberis vulgaris), cynowód chiński (Coptis chinensis), kłącze Coptis (Coptidis rhizome), gorzknik kanadyjski (Hydrastis canadensis), korkowiec amurski (Phellodendron amurense), czy glistnik jaskółcze ziele (Chelidonium majus). Aktywność przeciwwirusowa tego związku opiera się na działaniu na różne etapy cyklu replikacyjnego wirusów. Wykazano, że BBR blokuje replikację niektórych wirusów, w tym herpe-swirusów (HSV, HCMV), HPV i HIV. Alkaloid ten wpływa również na szlaki komórkowe MEK-ERK, AMPK/mTOR oraz aktywność czynnika NF-ĸB, które odgrywają istotną rolę podczas wirusowej replikacji. Wykazano, że BBR ob-niża aktywność czynnika NF-ĸB w komórkach zainfekowa-nych oraz blokuje degradację inhibitora NF-ĸB (IĸBα) [31]. Może również wpływać na aktywność serynowo-treonino-wych kinaz białkowych MAP, tzw. kinaz aktywowanych 
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				Rycina 2. Struktura chemiczna alkaloidu berberyny.
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				mitogenami (MAPK, ang. Mitogen activated protein kinases). Do aktywacji MAPK dochodzi podczas infekcji wirusowej, np. CHIKV. Wykazano, że BBR obniża aktywność MAPK w komórkach zainfekowanych CHIKV, zaburzając składa-nie wirusowej cząstki [32]. W komórkach zainfekowanych RSV oraz HBV (ang. Hepatitis B virus) obniża fosforylację kinaz p38 MAPK, wpływając na ich aktywność. BBR, po-przez blokowanie szlaku MAPK/ERK, hamuje również re-plikację wirusa grypy typu A (IAV, ang. Influenza A virus) – [33]. W komórkach zainfekowanych EV71 obniża również fosforylację kinaz JNK (ang. c-Jun amino-terminal kinase), co wpływa na proces autofagii. Natomiast, redukcja aktywno-ści p38 MAPK wiąże się z obniżeniem poziomu antygenu powierzchniowego HBV, białka HBsAg (ang. HBV surface antygen). Inny mechanizm działania BBR stwierdzono w przypadku HCV (ang. Hepatitis C virus). Może ona bloko-wać wnikanie HCV poprzez oddziaływanie z glikoprote-iną E2, znajdującą się na powierzchni wirusowej cząstki 

			

		

		
			
				[34]. BBR może oddziaływać na różne białka wirusowe. W przypadku wirusów z rodziny Flaviviridae, wirusa DENV oraz wirusa ZIKV wykazano, że dokuje się on do białek nie-strukturalnych tych wirusów. Należą do nich metylotrans-feraza NS5 DENV oraz białko NS3 ZIKV. Obydwa białka są niezbędne w procesie replikacji wirusowego genomu [35]. Przypuszcza się, że BBR poprzez oddziaływania z tymi biał-kami może hamować proces replikacji wirusa. Dokuje się ona również do miejsca aktywnego neuraminidazy (NA) wirusa grypy, a jej aktywność przeciwwirusowa jest podob-na do olseltamiviru, inhibitora NA [36]. Ostatnie badania in silico wykazały, że BBR może dokować do głównej proteazy MPro SARS-CoV-2 i hamować aktywność tego białka [37]. Proteaza MPro odgrywa kluczową rolę w potranslacyjnej ob-róbce białek wirusowych i jest jednym z najlepiej scharakte-ryzowanych białek koronawirusa, które są celem środków terapeutycznych [38].

			

		

		
			
				Tabela 2. Aktywność przeciwwirusowa wybranych alkaloidów roślinnych [wg 3,13,20].

				
					Alkaloid

				

				
					Gatunek rośliny (rodzina)

				

				
					Działanie

				

				
					Atropina(ang. atropine)

				

				
					Pokrzyk wilcza jagoda – Atropa belladonna L. (Solanaceae)

				

				
					Aktywność przeciwwirusowa względem wirusów posiadających zewnętrzną otoczkę

				

				
					Buchapina (ang. buchapine)

				

				
					Euodia roxburghiana

				

				
					Blokowanie odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1

				

				
					Kofeina(ang. caffeine)

				

				
					Kakaowiec właściwy – Theobroma cacao L. (Sterculiaceae)

					Kawowiec – Coffea L. (Rubiaceae)

				

				
					Supresja wzrostu koksakiwirusa

					(ang. Coxsackie-virus), echowirusów, herpeswirusów, wirusów polio i grypy

				

				
					Chelidonina(ang. chelidonine)

				

				
					Glistnik jaskółcze ziele – Chelidonium majus L. (Papaveraceae)

				

				
					Aktywność przeciwwirusowa względem herpeswirusów i wirusowi grypy

				

				
					Fagaronina(ang. fagaronine)

				

				
					Fagara zanthoxyloides Lam (Rutaceae)

				

				
					Inhibicja aktywności odwrotnej transkryptazy retrowirusów

				

				
					10-metoksykamptotecyna (ang. 10-methoxycamptothecin)

				

				
					Camptotheca acuminata

					Decne (Nyssaceae)

				

				
					Inhibicja syntezy DNA i RNA, aktywność przeciwwirusowa względem herpeswirusów i wirusa krowianki

				

				
					Papaweryna(ang. papaverine)

				

				
					Mak lekarski – Papaver somniferum

					(Papaveraceae)

				

				
					Blokowanie replikacji kilku typów wirusów np. wirusa cytomegalii (CMV), odry, HIV

				

				
					Taspina (ang. taspine)

				

				
					Croton lechleri M. (Euphorbiaceae)

				

				
					Inhibicja aktywności polimeraz RNA i DNA wirusa ptasiej mieloblastozy, wirusa,

					Rauscher oraz wirusa Simian sarcoma

				

				
					Kastanospermina(ang. castanospermine),australina (ang. australine)

				

				
					Kasztanowiec australijski – Castanospermum australe (Leguminosae)

				

				
					Redukcja zdolności infekowania kultur komórek ludzkich przez wirus HIV,Potencjalny lek na AIDS

				

				
					Palmityna (ang. palmitine),

					berberyna (ang. berberine),

					kolumbamina(ang. columbamine)

				

				
					Różne rodziny roślin, m.in. Flaszowcowate (Annonaceae)

					Berberys zwyczajny – Berberis vulgaris (Berberidaceae), miesięcznikowate (Menispermaceae) i makowate

					(Papaveraceae)

				

				
					Aktywność przeciwwirusowa względem HIV-1

				

				
					Buksamina E(ang. buxamine E),

					cyklobuksamina H(ang. cyclobuxamine H)

				

				
					Bukszpan wieczniezielony – Buxus sempervirens (Buxaceae)

				

				
					Inhibicja odwrotnej transkryptazy HIV-1

				

				
					Fulwoplumerina (ang. fulvoplumierin),

					kolombamina(ang. columbamine),

					fagaronina (ang. fagaronine)

				

				
					Plumeria czerwona – Plumeria rubra L.(Apocynaceae)

				

				
					Inhibicja odwrotnej transkryptazy HIV-1
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				BBR, podobnie jak inne alkaloidy izochinolinowe (san-gwinaryna, emetyna, β-karbolina) oraz chinolinowe (chini-na, cynchomina, skimianina), interkaluje do DNA. Powo-duje to stabilizację podwójnoniciowej cząsteczki DNA, ha-mując replikację, trankrypcję i proces translacji. Poprzez in-terkalowanie do DNA lub sparowanych rejonów/struktur w cząsteczce RNA, prowadzi do zahamowania replikacji wirusowego genomu. BBR hamuje również syntezę wiru-sowych białek [39]. Ponadto, ekstrakt pozyskany z Coptidis rhizoma, zawierający BBR oraz inne alkaloidy protoberbery-nowe, hamuje syntezę RNA koronawirusów oraz składanie i uwalnianie cząstki wirusowej [40]. Chlorochina, stosowana jako lek antymalaryczny, anty-MERS-CoV (ang. Middle east respiratory syndrom coronavirus) oraz obecnie w terapii CO-VID-19, jest syntetyczną pochodną alkaloidu chininy [41]. Blokuje ona infekcję wirusową na etapie wnikania cząstki wirusowej do komórki, poprzez zwiększanie pH w endoso-mach, co sprzyja uwalnianiu wirusa w komórce oraz zabu-rza glikozylację receptora komórkowego dla SARS-CoV-2. Chlorochina ma też właściwości immunomodulujące, co wzmacnia działanie przeciwwirusowe [42].

				W tabeli 2 zamieszczono przykłady innych alkaloidów o potwierdzonym działaniu przeciwwirusowym.

				 ZWIĄZKI FENOLOWE

				Rośliny lecznicze, zwłaszcza te zawierające lateks, sta-nowią bogate źródło aktywnych biologicznie związków fenolowych. Są to roślinne metabolity wtórne, złożone pod względem struktury i właściwości, co sprawia, że trudno je usystematyzować [43]. Najczęściej zalicza się do nich proste fenole, kwasy fenolowe, kumaryny, flawonoidy, lignany, ksantony, antrachinony, stilbeny, z czego najbardziej licz-ne są kwasy fenolowe i flawonoidy [43]. Związki fenolowe powszechnie występują w owocach i warzywach, olejkach eterycznych, nasionach roślin, zbożach, przyprawach oraz w takich napojach, jak wino, soki owocowe, kawa, herbata [44]. Związki fenolowe mają szereg właściwości prozdro-wotnych, działając zarówno profilaktycznie, jak i leczniczo. Spośród nich najważniejsze to aktywność przeciwutleniają-ca, przeciwzapalna, immunostymulująca, przeciwbakteryj-na i przeciwwirusowa [43].

				Związki fenolowe wykazują właściwości przeciwwiruso-we, m.in. względem HIV, HSV, wirusów grypy, RSV, HCV, HBV i innych [45-47]. Na przykład, olejek eteryczny z ty-mianku pospolitego (Thymus vulgaris L.), zawierający głów-nie fenole, takie jak tymol i karwakrol, posiada właściwości 

			

		

		
			
				przeciwwirusowe względem wirusa RSV i wirusa grypy typu A [48].

				Związki fenolowe często wykazują wysokie powinowac-two do białek, formując z nimi niestabilne kompleksy. Dla-tego przypuszcza się, że mechanizm przeciwwirusowego działania kwasów fenolowych i flawonoidów, względem m.in. wirusa HSV, polega na oddziaływaniu z glikoprote-inami wirusowej otoczki lub na blokowaniu działania wi-rusowej polimerazy, co prowadzi do zatrzymania syntezy wirusowego genomu [49].

				KWASY FENOLOWE

				U roślin występują hydroksylowe pochodne kwasów fenolowych, takich jak kwasu cynamonowego (np. kwas kawowy, ferulowy) i benzoesowego (np. kwas galusowy, gentyzynowy) [50]. Kwasy fenolowe posiadają zróżnico-wane właściwości farmakologiczne, takie jak aktywność przeciwzapalna, przeciwgorączkowa, przeciwbakteryjna, przeciwwirusowa, przeciwgrzybicza, immunostymulująca i żółciopędna [51].

				Kwas galusowy wyizolowany z zatrwianu (Limonium densiflorum) wykazuje przeciwwirusowe właściwości względem wirusa HSV-1, blokując przyłączanie i wnikanie cząstek wirusowych do wnętrza komórek [47,49].

				Kwas gentyzynowy z winorośli właściwej (Vitis vinifera L.) wykazuje działanie przeciwwirusowe względem herpe-swirusów, takich jak PRV (ang. Pseudorabies virus) i BoHV-1 (ang. Bovine herpesvirus type 1). Molekularny mechanizm tej aktywności polega na blokowaniu przyłączania się cząstek wirusowych do powierzchni komórek (Tabela 3) [43,52,53].

				FLAWONOIDY

				Flawonoidy stanowią największą grupę niskocząsteczko-wych związków roślinnych [54]. Związki te wykazują ak-tywność przeciwnowotworową, przeciwzapalną oraz prze-ciwwirusową względem wirusów DNA i RNA (Tabela 3) [55]. Aktywność przeciwwirusową flawonoidów wykazano na różnych etapach infekcji wirusowej. Flawonoidy mogą blokować proces przyłączania i wnikania cząstki wirusowej do komórki gospodarza. W niektórych przypadkach związ-ki te mogą modyfikować strukturę wirionu, co zaburza odpłaszczannie cząstki wirusowej. Flawonoidy mogą być inhibitorami wczesnych etapów replikacji materiału gene-tycznego wirusa, blokować transkrypcję i translację oraz obróbkę potranslacyjną wirusowych białek. Aktywność przeciwwirusowa flawonoidów to również oddziaływania 

			

		

		
			
				Tabela 3. Zestawienie wybranych związków fenolowych (kwasów fenolowych, flawonoidów) o znanych właściwościach przeciwwirusowych.

				
					Nazwa

				

				
					Pochodzenie

				

				
					Aktywność przeciwwirusowa

				

				
					Źródła

				

				
					Kwasy fenolowe

				

				
					Kwas galusowy

				

				
					Limonium densiflorum

				

				
					HSV-1

				

				
					[49]

				

				
					Kwas gentyzynowy

				

				
					Winorośl właściwa

					(Vitis vinifera)

				

				
					PRV, BoHV-1

				

				
					[52]

				

				
					Flawonoidy

				

				
					Baikalina

				

				
					Tarczyca bajkalska (Scutellaria baicalensis)

				

				
					DENV-2, AH1N1, SARS-CoV

				

				
					[63-65]

				

				
					Luteolina

				

				
					Zioła medycyny chińskiej

				

				
					SARS-CoV-2, JEV (ang. Japanese encephalitis virus)

				

				
					[66-68]

				

			

		

		
			[image: ]
		

	
		
			
				Postępy Biochemii 66 (4) 2020	361

			

		

		
			
				tych związków z czynnikami komórkowymi, niezbędnymi w cyklu replikacyjnym wirusa oraz działanie modulujące układ immunologiczny gospodarza [56]. Związki, takie jak kwercetyna, mirycetyna i ich pochodne hamują aktywność wirusa grypy oddziałując z hemaglutyniną na powierzchni cząstki wirusowej i blokując jej wnikanie do komórki [57], jak również hamując wczesne fazy replikacji [58]. Kwerce-tyna blokuje także NS3 helikazę i NS5 proteazę HCV [59]. Apigenina wykazuje aktywność przeciwwirusową wzglę-dem pikornawirusów [60], EBV (ang. Epstein-Barr virus) [61] i HCV [62]. Ostatnie badania wykazały aktywność przeciw-wirusową flawonoidów względem koronawirusów. Związ-ki te blokują kluczowe enzymy zaangażowane w cykl repli-kacyjny, tj. PLpro, 3CLpro oraz NTPaza/helikaza [63].

				FENYLOPROPANOIDY

				Fenylopropanoidy stanowią zróżnicowaną grupę roślin-nych metabolitów wtórnych, syntetyzowaną z fenyloala-niny lub tyrozyny poprzez serię reakcji enzymatycznych (Ryc. 3) [69]. Można znaleźć je m.in. w ziarnach zbóż (np. pszenica, jęczmień, owies, żyto, otręby ryżowe) [70,71], owocach, warzywach, kawie, przyprawach, ziołach [72-74], czy olejkach eterycznych [75] .

				Zarówno roślinne, jak i syntetyczne fenylopropanoidy oraz ich pochodne stały się obiektem zainteresowania w celu potencjalnego wykorzystania w leczeniu chorób człowieka ze względu na ich niską toksyczność i szereg biologicznych właściwości, takich jak przeciwdrobnoustrojowość [76], ak-tywność przeciwutleniająca [77], przeciwzapalna [78], prze-ciwnowotworowa [79-81] oraz przeciwwirusowa [20,82]. Ponadto, wykazują one właściwości ochronne, korzystne m.in. dla układu nerwowego [83], nerek [84, 85], wątroby [86] i serca [87].

				Fenylopropanoidy wykazują aktywność przeciwwiru-sową m.in. względem wirusów: grypy, zapalenia wątroby typu C, HIV, HSV, polio, wirusa Epsteina-Barr i innych (Tabela 4) [88-91]. Molekularny mechanizm przeciwwiruso-wego działania fenylopropanoidów jest zróżnicowany i np. ferulan tetradecylu (ang. Tetradecyl ferulate) z bazylii azja-tyckiej (Ocimum sanctum L.) blokuje aktywność odwrotnej transkryptazy wirusa HIV-1, co w konsekwencji zatrzymuje replikację wirusowego materiału genetycznego [88]. Z ko-

			

		

		
			
				lei, w przypadku pochodnych kwasu ferulowego i kwasu kawowego przeciwwirusowe działanie względem wirusów grypy polega na blokowaniu aktywności neuraminidazy [89, 91]. Podobnie, fenylopropanoidy z olejku eteryczne-go badianu właściwego (Illicium verum), zwanego anyżem gwiaździstym, wykazywały aktywność przeciwwirusową względem wirusa HSV-1, blokując wnikanie wirusowych cząstek do komórki. Przypuszcza się, że związki te mogą oddziaływać z białkami otoczki lipidowej wirusa lub ze strukturami odpowiedzialnymi za ich przyłączanie do po-wierzchni komórki i wnikanie do jej wnętrza [75].

				TERPENOIDY

				Terpenoidy stanowią jedną z najliczniejszych i najbar-dziej zróżnicowanych strukturalnie grup metabolitów wtórnych [92]. Wytwarzają je głównie rośliny i dotychczas zidentyfikowano ich ponad 55 tysięcy. Dodawane są do żywności jako witaminy, substancje smakowe i zapacho-we [93]. Terpenoidy wykazują właściwości antybiotyczne, przeciwbakteryjne, przeciwnowotworowe, przeciwwiru-sowe oraz immunostymulujące, dlatego stosuje się je także w celach leczniczych [94]. Ich rola w roślinie polega m.in. na regulowaniu wzrostu i rozwoju oraz udziale w oddzia-ływaniach pomiędzy roślinami i odpowiedzi obronnej na patogeny czy szkodniki [92,95,96]. Bogatym źródłem terpe-noidów jest: koper włoski, melisa, szałwia, kolendra, soja i inne warzywa strączkowe, marchew, szpinak, buraki [97].

				Terpenoidy wykazują właściwości przeciwwirusowe względem wirusów grypy, Epsteina-Barr, HIV, polio, HSV i innych (Tabela 5) [20]. Wykazano, że izoborneol, składnik roślinnych olejków eterycznych z szałwii, inaktywuje wi-rusa HSV-1, oddziałując z lipidami wirusowej otoczki oraz hamuje glikozylację wirusowych białek. Skutkuje to utratą infekcyjności wirusa HSV-1 [98]. Podobne właściwości po-siadają także inne monoterpenowe związki obecne w olejku z szałwii, takie jak tujon i 1,8-cyneol [99]. Wykazano rów-nież aktywność przeciwwirusową terpenoidów z szałwii (Salvia officinalis) względem wirusa pęcherzykowego zapa-lenia jamy ustnej (VSV ang. Vesicular stomatitis virus) oraz HSV-1 [100].

				Mieszanina monoterpenoidów z olejku drzewa herbacia-nego, w której skład wchodziły terpinen-4-ol, α-terpineol, linalol, 1,8-cyneol, działała przeciwwirusowo względem wirusów grypy. Ponadto, wykazano lecznicze działanie tej mieszaniny na opryszczkę spowodowaną wirusem Herpe-svirus hominis [101,102].

				Triterpeny z kory brzozy (Betula alba), takie jak betulina, kwas betulinowy, kwas oleanolowy, wykazują aktywność przeciwwirusową względem wirusa zapalenia mózgu i mięśnia sercowego (EMCV, ang. Encephalomyocarditis virus) 
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				Rycina 3. Wzór strukturalny ferulanu tetradecylu jako przedstawiciela fenylo-propanoidów.

			

		

		
			
				Tabela 4. Wybrane przykłady fenylopropanoidów roślinnych oraz wirusy na które oddziałują.
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				oraz VSV. Związki te są słabo rozpuszczalne w wodzie, dla-tego mechanizm ich działania może polegać na pokrywaniu cząstek wirusowych przez warstwę wytrąconych triterpe-nów [103]. Może to blokować wirusowe struktury, które są niezbędne do przyłączania i wnikania wirusa do komórki gospodarza, co w konsekwencji uniemożliwia infekcję. Kwas betulinowy pochodzący z czapetki (Syzigium clavi-florum) wykazywał również hamujący wpływ na replikację wirusa HIV-1 in vitro [104]. Triterpenoidowe saponiny, typu oleananu i ursanu, hamowały replikację wirusa HSV-1 in vi-tro. Saponiny typu oleananu hamowały syntezę nici DNA wirusa HSV-1, a saponiny typu ursanu prawdopodobnie blokowały syntezę wirusowych białek strukturalnych [105].

				Przedstawione właściwości przeciwwirusowe terpeno-idów wskazują, że jest to jedna z grup naturalnych związ-ków roślinnych, którą można potencjalnie wykorzystać w leczeniu wirusowych chorób człowieka.

				CHINONY

				Chinony są to metabolity wtórne roślin o właściwościach przeciwwirusowych, ale też cytotoksycznych. Należą do nich antrachinony, naftochinony i benzochinony. Wyka-zano ich przeciwwirusową aktywość względem wirusów DNA i RNA, np. herpeswirusów HHV-1, HHV-8 (ang. hu-man herpesvirus) oraz wirusa Dengi serotyp 2 (DENV-2, ang. Dengue virus serotype 2). Chinon 27 terpenyl-1,4-naftochinon (NQ) zaburza wiązanie się cząstki HHV-1 do komórek go-spodarza oraz może wiązać się z glikoproteiną E DENV-2 [107]. Oprócz zaburzania adsorbcji i wnikania wirusa do komórki, związki te działają na replikację oraz transkrypcję wirusowego genomu, jak też wpływają na aktywność en-zymów niezbędnych do cyklu replikacyjnego wirusa [108, 109]. 9,10-antrachinon (emodin) izolowany z korzenia ra-barbaru dłoniastego (Rheum tanguticum) hamuje replikację herpeswirusów, blokuje białko UL12, zaangażowane w roz-platanie cząsteczki DNA, oraz zaburza proces fosforylacji wirusowych białek poprzez blokowanie niektórych enzy-mów [110]. Dendinobin, inny związek z grupy chinonów, blokuje promotor LTR HIV-1 oraz czynnik NF-ĸB, prowa-dząc do hamowania wirusowej transkrypcji [111]. Również związki z grupy naftochinonów wykazują działanie prze-ciwwirusowe względem HIV, blokując działanie integrazy oraz fuzję cząstki wirusowej z limfocytami T CD4 [112]. Roślinne antrachinony, znajdujące się w ekstrakcie z aloesu 

			

		

		
			
				(Aloe vera), wykazują aktywność przeciwwirusową wzglę-dem HBV poprzez mechanizm blokowania wirusowej poli-merazy [113]. Aloin, główny antrachinon izolowany z Aloe sp., wykazuje aktywność przeciwwirusową względem wi-rusa grypy A (H1N1) poprzez blokowanie wirusowej neu-raminidazy [114]. Działanie przeciwwirusowe względem wirusów zawierających osłonięte wiriony, jak wirus grypy typu A, oraz wirusów niemających otoczki, jak np. entero-wirus 71 wykazuje antrachinon izolowany z aloesu – aloe--emodin [115,116].

				TANINY

				Taniny to wtórne metabolity roślinne, należące do gru-py polifenoli. Związki te wchodzą w interakcje z białkami, głównie poprzez oddziaływania hydrofobowe i wiązania wodorowe [117]. Przejawiają także aktywność przeciw-wirusową względem licznych wirusów. Wykazano, że ta-niny mogą hamować wnikanie do komórki wirusa HIV-1 poprzez oddziaływania z wirusowym białkiem gp41 [118], a także hamować syntezę białka p24, co z kolei wstrzymuje replikację tego wirusa. Związki te uniemożliwiają także fu-zję komórek zakażonych wirusem HIV-1 [119].

				Taniny wyizolowane z rośliny Combretum molle R. Br. Ex G. Don (Combretaceae) hamują aktywność odwrotnej trans-kryptazy HIV-1 [120,121], a także replikację wirusa HIV, po-przez oddziaływania na aktywność proteazy oraz integrazy wirusa [122]. Z kolei, tanina izolowana z Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray (Asteraceace) hamuje oddziaływania po-między wirusowym białkiem płaszcza gp120 a receptorem komórkowym CD4 [123].

				Przykładem związku z grupy tanin jest kwas chebula-gowy. Wyizolowany z owoców rośliny Terminalia chebula, wykazuje aktywność przeciwwirusową względem wiru-sa EV71 [124] oraz uniemożliwia wiązanie wirusa herpes HSV-1 i HSV-2 do komórki [125,126]. Przypuszcza się, że aktywność przeciwwirusowa tych związków łączy się z ich oddziaływaniem z wirusowymi glikoproteinami po-wierzchniowymi, co z kolei blokuje oddziaływanie wirusa z komórką, jego adsorpcję i penetrację do komórki.

				Kwas chebulagowy wykazuje aktywność przeciwwiru-sową również względem wirusa zapalenia wątroby typu C (HCV) [127] i wirusa HIV in vitro [128].

			

		

		
			
				Tabela 5. Wybrane przykłady terpenoidów roślinnych oraz wirusy na które oddziałują.
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				Wysokocząsteczkowe taniny oraz kwas taninowy, wy-izolowane z kory Hamamelis virginiana L. (Hamamelidaceae), wykazywały aktywność przeciwwirusową względem ludz-kiego wirusa brodawczaka typu 16 (HPV, ang. Human Papil-lomavirus) i grypy), wiążąc się z receptorami komórek doce-lowych. Ponadto, związki te hamują aktywność wirusowej neuraminidazy [117]. Aktywność tę hamują również kwas galusowy, galusan epigallokatechiny oraz hamamelitanina [117], natomiast sam kwas taninowy uniemożliwia adsorp-cję wirusa HSV do komórki [129].

				Galusan epigallokatechiny (EGCG ang. epigallocatechin--3-gallate) (Ryc. 4) przejawia aktywność przeciwwirusową względem wirusów HCV, HIV oraz grypy [130-132]. Wyka-zano, że związek ten może łączyć się z kieszenią powstałą w wyniku oddziaływania glikoproteiny 120 wirusa HIV z receptorem CD4 komórek T [133]. EGCG wiąże się także z białkami powierzchniowymi wirusa IAV, jak również po-woduje sklejanie cząstek wirusa IAV poza powierzchnią komórki.

				Aktywność przeciw wielu wirusom – w tym grypy H3N2 i H5N3, herpes HSV-1, pęcherzykowego zapalenia jamy ustnej, Sendaj (SeV, ang. Sendai virus), choroby Newcastle (NDV, ang. Newcastle disease virus), polio i Coxsackie [134] – wykazuje także tanina persymonu, izolowana z owoców Diospyros kaki. Z kolei, tanina izolowana z zielonej herba-ty powodowała zahamowanie replikacji wirusów grypy i HSV-1 [135].

				Oenoteina B hamuje replikację wirusów HIV i HSV. Zo-stała wydzielona z rośliny Oenothera erythrosepala Borbas [136].

				Natomiast, kwas galusowy, izolowany z rośliny Termina-lia chebula Retz., Combretaceae, hamuje aktywności integrazy oraz odwrotnej transkryptazy HIV [20], a wydzielone z Eu-genia uniflora eugenifloryny D(1) i D(2) hamują polimerazę DNA wirusa Epsteina-Barr (EBV) [137].

				TIOFENY i POLIACETYLENY

				Tiofeny i poliacetyleny, podobnie jak taniny, są wtórnymi metabolitami roślinnymi. Mają wspólne szlaki biosyntezy. 

			

		

		
			
				Cechują się aktywnością przeciwwirusową, która często jest skorelowana z budową chemiczną danego związku.

				PHT (phenylheptatriyne), wyizolowany z Bidens pilosa, jest poliacetylenem, który wykazuje aktywność przeciwwiruso-wą względem wirusa Sindbis (SINV, ang. Sindbis virus) pod wpływem działania światła UV. Na działanie PHT szcze-gólnie podatne są wirusy z osłoniętymi wirionami [138].

				Ponadto, jeden z tiofenów – alfa-tertienyl, izolowany z roślin z rodziny Asteraceae, także wykazuje aktywność prze-ciw wirusowi SINV. Tiofen ten oddziałuje na nienasycone lipidy błony komórkowej oraz białka błonowe [139].

				Poliacetylen ditiacykloheksadienu (ang. Thiarubrine A) (Ryc. 5), izolowany z liści Aspilia pluriseta Schweinf. (Com-positae), hamuje oddziaływania pomiędzy glikoproteiną gp120 płaszcza wirusa HIV-1 i HIV-2 a receptorem CD4, znajdującym się na powierzchni komórki, co uniemożli-wia adsorpcję wirusowej cząstki do komórki [123,140,141]. Poliacetyleny hamują także aktywność odwrotnych trans-kryptaz onkogennych retrowirusów [142].

				LIGNINY

				Ligniny stanowią trzeci (po celulozie i hemicelulozie) najbardziej rozpowszechniony polimer na Ziemi [143]. Związki te są ważnymi składnikami ściany komórkowej roślin. Zapewniają one integralność, fizyczne wzmocnienie, jak również zwiększają wytrzymałość i sztywność ściany, a ze względu na swoją hydrofobowość czynią ją nieprze-puszczalną dla wody [143-145]. Są one również elementem mechanizmów obronnych rośliny, stanowiąc fizyczną i chemiczną barierę dla patogenów. Ponadto wykazano, że w odpowiedzi na atak patogenów dochodzi do ekspresji ro-ślinnych genów kodujących monolignole [144].

				Ligniny zbudowane są z monomerów będących pochod-nymi alkoholi fenolowych, głównie alkoholu koniferylowe-go, synapinowego i kumarylowego, połączonych często z innymi związkami w skomplikowane sieci [145,146]. Struk-tura chemiczna, tworzone połączenia, masa molekularna i dystrybucja lignin zależą od gatunku oraz wieku rośliny [143,147]. Związki te budzą zainteresowanie ze względu na swoją aktywność biologiczną i właściwości antyoksydacyj-ne, przeciwnowotworowe, przeciwwirusowe, przeciwbak-teryjne i immunostymulujące [143,147].

				Oczyszczona frakcja składająca się z lignin, pochodząca z szyszek sosny drobnokwiatowej (Pinus parviflora), hamu-
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				Rycina 4. Galusan epigallokatechiny (EGCG).

			

		

		
			
				Rycina 5. Poliacetylen ditiacykloheksadienu.
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				je proces infekcji wirusa grypy w testach komórkowych. Frakcja ta hamuje zarówno syntezę białek wirusowych, jak i aktywność wirusowej polimerazy RNA zależnej od RNA [148]. Natomiast, frakcja ligninowa pochodząca z twardnika japońskiego (Lentinus edodes) wykazuje aktywność przeciw-wirusową względem wirusa HIV [149].

				Niskocząsteczkowe ligniny, będące produktem ich de-gradacji, wykazują aktywność przeciwwirusową względem wirusów HCV oraz HIV-1. Związki te blokują możliwość wejścia do komórki wirusa HCV [150]. Mogą one również hamować replikację wirusa HIV, poprzez supresję trans-krypcji i aktywację szlaków zależnych od NF-ĸB [151]. Działanie lignin skierowane przeciwko wirusowi HIV-1 może wynikać także z uniemożliwienia adsorpcji lub zablo-kowania zdolności wirusa do replikacji [143,152].

				Kwas lignosulfonowy (LA) jest polianionową makro-molekułą, pochodną lignin. Liczne badania wykazały, że LA to tani, nietoksyczny związek o właściwościach prze-ciwwirusowych potwierdzonych w testach in vitro oraz in vivo [147,153]. Wiąże się on z wirusowym białkiem otoczki gp120, uniemożliwiając wnikanie wirusa do komórek, co ogranicza transmisję i infekcyjność HIV-1 [147,154]. Ponad-to, hamuje on również wnikanie do komórek wirusa HSV-2 [5,12].

				Kompleksy ligninocelulozowe (LCC) to trwałe kowalen-cyjnie połączone ligniny i węglowodany, rozpuszczalne w wodzie. Frakcja zawierająca LCC, pochodząca z głowienki pospolitej (Prunella vulgaris L.) oraz sosny drobnokwiatowej (Pinus parviflora), w testach in vitro i in vivo wykazuje aktyw-ność skierowaną przeciwko wirusom HSV-1 i HSV-2 [155-157]. Blokuje ona bezpośrednio wiązanie i penetrację HSV-1 do komórek Vero [156]. Zablokowanie wnikania wirusa HSV-1 potwierdzono również po zastosowaniu polimerów ligniny zsyntetyzowanych z kwasu kawowego i ferulowego [158]. Antywirusową aktywność przeciwko wirusom HSV-1, HSV-2, cytomegalii (HCMV) i wirusowi odry wykazują również LCC pochodzące z anyżu (Pimpinella anisum), któ-re blokują adsorpcję i penetrację do komórek, jak też mogą inaktywować wirusy m.in. w wyniku aktywacji produkcji tlenku azotu (NO) [159]. Liczne badania w testach in vitro wykazują również działanie tych związków (m.in. wyeks-

			

		

		
			
				trahowanych z ziaren kakaowca) przeciwko wirusowi HIV-1 [160-161]. Ponadto, ligninocelulozy mogą blokować repli-kację pikornawirusa zapalenia mózgu i mięśnia sercowego (EMCV, ang. Encephalomyocarditis virus) [162]

				Nanoligniny są produktami powstałymi poprzez transformację polimerów do formy koloidalnych cząsteczek ligniny. Wykazano, że w wodzie związki te powodują agre-gację i łatwe usuwanie cząstek wirusa CCMV (ang. Cowpea chlorotic mottle virus). Dzięki tej właściwości mogą zostać użyte jako materiał do oczyszczania wody z kontaminacji wirusami [163,164].

				INNE ROŚLINNE CZYNNIKI PRZECIWWIRUSOWE

				Do związków o aktywności przeciwwirusowej należy także eleonat wapnia – inhibitor odwrotnej transkryptazy wirusa HIV. Związek ten występuje w korzeniach i korze drzewa oliwnego (Olea europaea L.) [165]. Właściwości prze-ciwwirusowe względem wirusa HIV wykazują również siarczany polisacharydów, takie jak siarczan dekstranu izo-lowany z fiołka japońskiego (Viola yedoensis), czy siarczan dekstrinu pozyskiwany z alternantery krokodylowej (Al-ternanthera philoxeroides). Związki te wchodzą w interakcje z wirusową glikoproteiną gp120, hamując oddziaływanie wirusa z komórką gospodarza, wirusową replikację oraz tworzenie syncytiów [166]. Synteza glikolipidów i glikopro-tein osłonki wirusa ospy, opryszczki jest hamowana przez glukozaminy izolowane z soi warzywnej (Glycine max) czy z fasoli złotej (Phaeseolus aureus) [166].

				LEKTYNY

				Właściwości przeciwwirusowe wykazują także lekty-ny. Prawie wszystkie dotychczas poznane lektyny roślin-ne są glikoproteinami, których część cukrowa zbudowana jest najczęściej z cząstek mannozy i glukozaminy. Wyjątek stanowi konkanawalina A, izolowana z konwalii, w której nie stwierdzono cukrów. Lektyny są białkami wiążącymi specyficzne reszty cukrowe i nie wykazują aktywności en-zymatycznej. Wszystkie poznane zawierają dwa lub więcej miejsc wiążących jednostki cukrowe, co tłumaczy ich zdol-ność do aglutynowania erytrocytów i innych komórek. Po-nadto, pobudzają do proliferacji limfocyty poprzez zwięk-

			

		

		
			
				Tabela 6. Przeciwwirusowa aktywność lektyn roślinnych [wg 167].

				
					Lektyna

				

				
					Roślina, źródło lektyny

				

				
					Aktywność przeciwwirusowa

				

				
					Jacalin

				

				
					chlebowiec różnolistny

					(Artocarpus integrifolia)

				

				
					względem HIV, oddziałuje na glikany CD4

				

				
					BanLec

				

				
					banan (Musa acuminate)

				

				
					HIV oddziałuje z białkiem gp120, HCV, H1N1, H3N2

				

				
					GRFT grifitysyna (ang. Griffitsin)

				

				
					alga (Griffithsia sp.)

				

				
					HIV-1 i HIV-2, HSV2 i HCV

				

				
					NPL (ang. Narcissus pseudonarcissus lectin)

				

				
					(Narcissus pseudonarcissus)

				

				
					HIV-1 i HIV-2

				

				
					GNA (ang. Galanthus nivalis lectin)

				

				
					Śnieżyczka przebiśnieg (Galanthus nivalis)

				

				
					HIV oddziałuje z resztami mannozy gp120

				

				
					ConA konkanawalina (ang. Concanavalin A)

				

				
					(Convalia ensiformis)

				

				
					HIV, HSV, wiąże GlcNAc

				

				
					UDA (ang. Urtica dioica Agglutinin)

				

				
					pokrzywa (Urtica dioica)

				

				
					HIV, CMV, RSV, IAV, SARS-CoV

				

				
					MHL (ang. Myrianthus holstii lectin)

				

				
					(Myrianthus holstii)

				

				
					HIV-1 i HIV-2

				

				
					NICTABA (ang. Nicotiana tabacum agglutinin)

				

				
					(Nicotiana tabacum)

				

				
					HIV-1 i HIV-2
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				szenie syntezy i uwalnianie limfokin. Występują głównie w roślinach strączkowych.

				Wykazano, że liczne lektyny hamują namnażanie wiru-sów, oddziałując na glikproteiny wirusowych osłonek (Ta-bela 6).

				ROŚLINNE ZWIĄZKI MODULUJĄCE AKTYWNOŚĆ UKŁADU ODPORNOSCIOWEGO

				Liczne związki roślinne są naturalnymi immunostymu-latorami, jak również supresorami układu odpornościowe-go. Preparaty roślinne o działaniu immunomodulacyjnym określa się jako modyfikatory odpowiedzi biologicznej (BMR, ang. biological response modifiers).

				Immunostymulatory roślinne można podzielić na związ-ki drobnocząsteczkowe, do których zalicza się m.in.: alka-loidy, kwasy fenolokarboksylowe, chinony, seskwiterpeny, laktony, lignany, izobutyloamidy, fenole, fosfatydy, estry forbolu i wielkocząsteczkowe, takie jak: pektyny, polisacha-rydy, nukleotydy, proteiny i heteroglikany.

				Właściwości takie wykazują również roślinne fruktany typu inuliny (ITFs ang., inulin-type fructans) czy białka ara-binogalaktanowe (AGP, ang. arabinogalactan proteins) [168]. Na przykład, ekstrakty wodne, czy etanolowe, jak również polisacharydy z jeżówki (Echinacea purpurea, E. angustifolia, E. pallida) stymulują funkcjonowanie układu odpornościo-wego, hamując stan zapalny poprzez blokowanie ekspresji białka NF-ĸBp65 [169,170]. Aktywność immunomodulująca fruktanów zależy od receptorów TLR (ang. Toll-likerecep-tors), przede wszystkim TLR2 i w mniejszym stopniu TLR4, 5, 7, 8 [168]. Fruktany zwiększają również syntezę tlenku azotu, który hamuje replikację wirusów oraz interleukin im-munostymulujących (IL-1β, IL-6, IL-10), interferonu gamma (IFN γ), TNF-α (ang. tumor necrosis factor alfa). Źródłem fruk-tanów jest cebula walijska (Allium fistulosum L.), wykazująca silne działanie przeciwwirusowe względem wirusa grypy, czosnek (Allium sativum), cebula (Allium cepa), yacon (Smal-lanthus sonchifolius), kurkuma (Curcuma kwangsiensis), bylica pospolita (Artemisia vulgaris) [168].

				Rośliny bogate we fruktany mają właściwości immuno-modulujace poprzez ich działanie jako przeciwutleniacze. Silne właściwości przeciwwirusowe, względem wirusów powodujących zakażenia górnych dróg oddechowych, wy-kazuje jeżówka (Echinacea). Funkcjonowanie przeciwwiru-sowe związków izolowanych z tej rośliny stanowi wynik ich synergistycznego działania immunomodulującego, przeciwzapalnego oraz jako przeciwutleniacza [171]. Wła-ściwości immunomodulujące wykazują także wspomniane białka arabinogalaktanowe (AGP), glikoproteiny ściany ko-mórkowej roślin bogate w hydroksyprolinę. Jest to grupa bardzo zróżnicowanych białek zbudowanych ze szkieletu białkowego (ok. 10% masy białka), do którego dołączona jest cząsteczka węglowodanu (90% masy), najczęściej za-wierającego reszty arabinozy i galaktozy, rzadziej fruktozy, ksylozy i kwasu glukuronowego. Większość reszt hydrok-syproliny jest glikozylowana przez arabino-3,6 galaktany [172,173]. Białka te aktywują makrofagi oraz stymulują wzrost proliferacji limfocytów T i B układu odpornościo-

			

		

		
			
				wego. AGP izolowane były z roślin różnych gatunków. Ich bogatym źródłem jest kawa arabska (Coffea arabica L.), z której AGP silnie stymulowały wydzielanie TNF alfa i IL-2. Z kolei, białka izolowane z jeżówki purpurowej (Echina-cea purpurea) stymulowały wydzielanie TNF-α, IL-1 i IFN-β [174,175]. Silnymi immunostymulatorami są także arabino-glikany z modrzewia, które stymulowały syntezę proza-palnych cytokin oraz aktywowały makrofagi i komórki NK (ang. natural killers) [176]. Źródłem AGP w diecie człowieka może być por, marchew, chrzan, kukurydza, czy pomidory. Związki te są także obecne w jeżówce i kurkumie (Curcuma longa) [176]. Najwięcej związków o działaniu immunomo-dulującym wyizolowano z roślin należących do rodziny astrowatych, np. jeżówki purpurowej (Echinacea purpurea), sadźca (Eupatorium sp.), ale także znajdujących się w rośli-nach innych rodzin, jak np. w rosiczce okrągłolistnej (Drose-ra rotundifolia) [176].

				W ostatnich latach duże zainteresowanie budzą roślinne białka PR (ang. pathogenesis-related proteins), syntetyzowane w roślinie w celu obrony przed czynnikami stresowymi.

				BIAŁKA ROŚLINNE ZWIĄZANE Z PATOGENEZĄ

				Jednym z elementów odpowiedzi roślin na stres, w tym zakażenia wirusowe, jest indukcja syntezy białek PR związanych z patogenezą. Akumulacja tych białek stano-wi integralny składnik wrodzonej odpowiedzi obronnej roślin podczas ataku patogenów lub w warunkach stresu abiotycznego. Białka PR nie tylko gromadzą się lokalnie w zakażonej części rośliny, ale również są związane z rozwo-jem reakcji nadwrażliwości (HR, ang. hypersensitive respon-se) lub nabytej odporności systemicznej (SAR, ang. systemic acquired resistance) na zakażenie grzybami, bakteriami i wirusami [177]. Białka te dzielimy na 17 rodzin, w zależ-ności od ich struktury pierwszorzędowej, właściwości an-tygenowych i aktywności biologicznej [178]. Różne rodziny białek PR wykazują odmienne aktywności enzymatyczne: przeciwgrzybowe (PR-1), chitynazy (PR-3, PR-4, PR-8 i PR-11) [179, 180], β-1,3-glukanazy (PR-2) [179], osmotyny/białka taumatyno-podobne (PR-5), rybonukleazy (PR-10), defensyny (PR-12) [181], tioniny (PR-13), białka przenoszą-ce lipidy (PR-14) i oksydazy szczawianowe (PR-15, PR-16) [177,182,183]. Większość białek PR ma charakter zewnątrz-komórkowy, ale niektóre są białkami cytoplazmatycznymi, a część kierowana jest do wakuoli [178].

				W kontekście potencjalnych aktywności przeciwwiruso-wych najważniejsza jest rodzina białek PR-10 – największa spośród wszystkich białek PR [178]. Zidentyfikowano je u wielu gatunków roślin. Są to niewielkie białka o masie czą-steczkowej w zakresie 15–18 kDa, charakterze kwasowym, odporne na działanie proteaz.

				Białka PR-10 biorą udział w wielu aspektach rozwoju, wzrostu i obrony roślin, ale ich funkcja molekularna nadal nie została wyjaśniona.

				W roślinie są one syntetyzowane pod wpływem róż-nych warunków stresowych, a w niektórych przypadkach objawiały się konstytutywnie [184]. Białka PR-10 wykazu-ją strukturalną homologię do rybonukleazy. Po raz pierw-
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				szy odkryto je w grochu i pietruszce pod koniec lat 80. XX wieku [178]. Białka PR-10 mają zdolność cięcia kwasów nu-kleinowych, co spełnia dwie funkcje: cięcie materiału gene-tycznego patogena (np. wirusowego DNA lub RNA) oraz materiału genetycznego komórki, co skutkuje zaprogramo-waną jej śmiercią w miejscu zakażenia. Aktywność rybonu-kleazy została udowodniona dla białka Bet v 1 z brzozy (Be-tula verrucosa), rekombinowanego białka CaPR-10 z papryki rocznej (Capsicum annuum) [185], białka LaPR-10 z łubinu (Lupinus albus) [186], PR-10c z brzozy (Betula pendula) [187]. Struktura białka Bet v 1 z brzozy i białka PR-10 z łubinu żół-tego umożliwiła identyfikację 3 reszt, które przypuszczalnie biorą udział w aktywności rybonukleazy: E96, E148, Y150. Ich bliskość prawdopodobnie przekłada się na obecność ak-tywnego miejsca reakcji katalitycznej [178].

				Białka PR-10 są częstymi alergenami odpowiedzialnymi za alergię na pyłek brzozy, jednak podobne zostały ziden-tyfikowane w selerze, jabłku, wiśni, orzeszkach ziemnych, pomidorach czy marchwi [188,189]. Wszystkie białka typu Bet v 1 wykazują podobieństwa strukturalne i mają w swo-jej cząsteczce dużą kieszeń hydrofobową, która może łączyć niskocząsteczkowe związki hydrofobowe, takie jak kwasy tłuszczowe, flawonoidy i cytokininy. Kieszeń ta może być zatem ważna dla funkcji fizjologicznych Bet v 1 [164].

				Inną grupą białek roślinnych zdolnych do wiązania kwa-sów nukleinowych są białka bogate w glicynę, wiążące RNA (GRP, ang. glycine-rich RNA-binding proteins). GRP to duża nadrodzina heterogennych białek, które zawierają za-chowawcze domeny bogate w reszty glicyny. Glicyna może stanowić między 20 a 70% wszystkich aminokwasów w czą-steczkach GRP. Pierwotnie odkryto je u petunii (ponad 30 lat temu) i do tej pory znaleziono je u wielu gatunków, w tym sinic, roślin i zwierząt [190,191]. Opisano różne funk-cje białek GRP, w tym wiązanie RNA, interakcje z innymi białkami i udział w odpowiedziach obronnych przeciwko bodźcom stresowym biotycznym i abiotycznym [192]. Ich poziom w roślinie zmienia się po zakażeniu. Ponadto, na poziom białek GRP mogą wpływać infekcje wywoływane przez patogeny [192]. Białka GRP znaleziono w ścianach ko-mórkowych roślin, gdzie wraz z bogatymi w prolinę białka-mi i ekstensynami pełnią rolę komponentów strukturalnych (podklasy IVa-IVd) [191,193].

				Jedną z roślin, w których zidentyfikowano GRP jest Cheli-donium majus L. [194]. W lateksie tego gatunku stwierdzono obecność białka GRP, nazwanego CmGRP1, zaliczanego do klasy IVa roślinnych GRP i białek RBP (ang. RNA-binding proteins) [195]. Oznacza to, że oprócz domeny bogatej w gli-cynę zawiera również motywy rozpoznające RNA (RRM, ang. RNA recognition motifs). RBP kontrolują przetwarza-nie RNA i stabilizują mRNA wywołane stresem [194,196]. Rośliny wykorzystują RBP do ochrony przed wirusami. Na przykład, kilka białek RBP gospodarza hamowało replika-cję, transport i translację wirusowego RNA, poprzez specy-ficzne interakcje [197].

				Do innych białek przeciwwirusowych roślin należą biał-ka inaktywujące rybosomy (RIPs, ang. ribosome-inactivating proteins). Występują one powszechnie w różnych gatunkach roślin i mogą hamować translację poprzez enzymatyczne 

			

		

		
			
				uszkodzenie rybosomów [198,199], specyficznie hydroli-zując wiązania N-glikozydowe w ściśle określonych nukle-ozydach w rRNA (adenozynie lub guanozynie). Wykazują również aktywność chitynazy, lipazy, dysmutazy ponad-tlenkowej, DNazy i RNazy [200]. Ich fizjologiczne role mogą być związane z reakcjami obronnymi przeciwko drapieżni-kom, grzybom, a przede wszystkim wirusom, ze względu na aktywność N-glikozydazy wobec wirusowego RNA. Z uwagi na tę samą aktywność N-glikozydazy wobec geno-mowego DNA roślin, RIP mogą również odgrywać rolę w starzeniu się roślin [200,201].

				PODSUMOWANIE

				Liczne rośliny stanowią cenne źródło związków o wła-ściwościach leczniczych, w tym przeciwwirusowych i przeciwnowotworowych. Wytwarzane w nich metabolity wtórne wykorzystywane są od dawna do otrzymywania leków naturalnych, których historia sięga początków cy-wilizacji. W ostatnich latach odnotowuje się zwiększone zainteresowanie związkami roślinnymi, które mogą nie tylko wspomagać leczenie, ale także zapobiegać rosnącej liczbie chorób, w tym chorób wirusowych. Uważa się, że skuteczność lecznicza preparatów roślinnych opiera się na wzajemnym oddziaływaniu związków biologicznie aktyw-nych. Ostatnie badania nad tymi związkami wskazują, że mogą one również np. blokować aktywność wirusowych białek enzymatycznych, w wyniku dokowania w ich miej-sca aktywne czy blokowania oddziaływań z komórką go-spodarza. Z tego względu bardzo ważne jest poznanie struktury takich cząsteczek, ich powierzchni oraz reszt bio-rących udział w tych oddziaływanich. Bardzo pomocne w tych badanich są metody bioinformatyczne pozwalające na przewidzenie możliwości oddziaływania niskocząsteczko-wych związków z białkami wirusowymi czy komórkowymi (tzw. molekularne dokowanie) [202]. Większość poznanych dotychczas związków roślinnych ma dość szeroki zakres działania. Wyizolowane z roślin pojedyncze związki mogą wykazywać również odmienne działanie niż cały ekstrakt. Na aktywność substancji biologicznie aktywnych w leku znacząco może wpływać sposób uprawy, przechowywanie zebranych materiałów roślinnych, suszenie, a także meto-da ekstrakcji. Związki roślinne najczęściej wykazują prze-ciwwirusowe działanie względem różnych wirusów – np. kwercetyna hamuje replikcję wirusa grypy, rinowirusów, Epsteina-Barr, zapalenia wątroby typu C. Mechanizm tej aktywności jest również odmienny i nie do końca poznany. Na przykład, kwercetyna hamuje replikację wirusa zapale-nia wątroby typu C poprzez oddziaływanie na wirusowe białka NS5A i NS3, natomiast rinowirusa – poprzez hamo-wanie procesu endocytozy, transkrypcji, translacji wiruso-wego materiału genetycznego [203].

				Warunkiem szerszego wykorzystania związków roślin-nych w terapii przeciwwirusowej jest także poznanie mole-kularnego sposobu ich działania. Inną trudnością związaną z ich stosowaniem jest niska rozpuszczalność w wodzie i niska biodostępność. Do dostarczania ich próbuje się stoso-wać: nanocząstki, micele, mikrosfery i kryształy, stałą dys-persję, systemy samo-, mikro- i nano-emulgujące (SNEDDS, ang. self-nanoemulsifying drug delivery systems i SMEDDS, ang. self-microemulsifying drug delivery systems).
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				Viruses are intracellular pathogens which utilize a number of host metabolic processes for virus replication in addition to proteins which are encoded for virus itself. Therefore, an effective antiviral drug must interfere with virus encoded proteins without affecting any cellular metabolic processes. Unfortunately, many antiviral drugs that have an inhibitory effect on virus replication, also have an inhibitory effect on molecular processes in infected, as well as uninfected, cells. There is currently no approved remedy for many viruses. Plants represent a large potential source of antiviral agents, such as: alkaloids, flavonoids, phenolic acids, phenylpropanoids, lignins, terpenoids, quinine, tannins, thiophenes, polyacetylenes or proteins. Some of them possess broad spectrum of antiviral activity.
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STRESZCZENIE

irusy sa wewnatrzkomorkowymi patogenami, ktére wykorzystuja liczne procesy ko-

‘mérkowe oraz bialka i czynniki wirusowe do swojej replikacji. Obecnie nie ma odpo-
wiednich érodkéw umozliwiajacych zwalczanie licznych zakazed wirusowych. Skuteczny
lek przeciwwirusowy nie powinien uszkadzaé komérkowych proceséw metabolicznych w
zakazonej komérce, jak réwniez w komérkach niezainfekowanych. Roéliny stanowia po-
tencjalne Zrédlo czynnikéw przeciwwirusowych, takich jak: alkaloidy, flawonoidy, kwasy
fenolowe, fenylopropanoidy, ligniny, terpenoidy, chininy, taniny, tiofeny, poliacetyleny czy
bialka. Niektére z tych czynnikéw wykazuja szerokie spektrum aktywnosci przeciwwiru-
sowej.

WSTEP

Zakazenia wirusowe sa jedna z glownych przyczyn choréb i smiertelnosci lu-
dzi na $wiecie. Sprzyjaja temu takie czynniki, jak mobilnosé, wzrost urbanizacji,
zabiegi kliniczne, a przede wszystkim brak odpowiednich lekéw przeciwwiru-
sowych. Obecnie dostepnych jest 19 réznych czynnikéw przeciwwirusowych,
ktore stosowane sa do leczenia zakazer takimi wirusami, jak HIV (ang. Human
inmunodeficiency virus), wirus opryszezki pospolitej , wirusy grypy i zapalenia
watroby [1,2]. Dla wiekszosci wiruséw atakujacych ludzi brakuje odpowiednich
lekéw, jak rowniez niedostepne sa szczepionki. Zrodlem nowych czynnikow
przeciwwirusowych moga byé rosliny, z ktorych ekstrakty od dawna byly sto-
sowane w medycynie ludowej do leczenia licznych zakazer. Szacuje sie, ze 20~
30% roslin tropikalnych i z regionéw o Klimacie umiarkowanym moze zawierac
czynniki o aktywnosci przeciwwirusowej. Liczne zwiazki przeciwwirusowe
izolowane dotychczas z roslin maja rozna strukture chemiczna, jak rowniez od-
mienny jest mechanizm ich dzialania molekularnego (Tabela 1) [2,3]. Zwiazki
takie wyizolowano z roslin zaliczanych do réznych rodzin. Niektore substan-
e roslinne wykazuja aktywnos¢ przeciwwirusowa wzgledem kilku wiruséw,
jak np. glicyryzyna (ang. glycyrihizin) izolowana z lukredji gladkiej (Glycyrhiza
glabra) wzgledem wirusa herpes HSV (ang. Herpes simplex virus), grypy (ang. In-
fluenza virus), czy SARS (ang. severe acute respiratory syndrome) [4,5]. Szezegolnie
interesujace sa wytwarzane przez rosliny metabolity wtorne, takie jak polifeno-
le, terpeny, alkaloidy, ktérych aktywnosé farmakologiczna jest od dawna znana
i wykorzystywana w medycynie

Leki przeciwwirusowe musza cechowaé sie okreslonymi wlasciwosciami,
co wynika z natury wirusow. Wirusy sa wewnatrzkomérkowymi pasozytami,
Ktérych namnazanie sie w komorce jest zalezne od czynnikéw i procesow ko-
mérkowych, jak rowniez czynnikow wirusowych. Z tego wzgledu skuteczny
lek przeciwwirusowy musi swoiscie blokowa¢ namnazanie sie wiruséw i nie
uszkadzaé komoérki, jak tez komorek sasiednich (Ryc. 1) [6]. Celem dzialania
lekéw przeciwwirusowych moga byé wirusowe czasteczki - zlokalizowane na
powierzchni wirionu, rozpoznajace komoérke i ulatwiajace wirusowi adsorpcje
oraz penetracie do jej wnetrza - wirusowe kwasy nukleinowe, bialka, czy wiru-
sowe oslonki pochodzace z blon komérkowych gospodarza, Wirusy zawierajace
oslonki wykorzystuja blony komérkowe do skladania wirusowych czastek we-
wnatrz komorki i ich uwalniania z komorki, dlatego ich zniszczenie uniemoz-
liwia przebieg tych proceséw. Innym celem lekéw przeciwwirusowych moga
by¢ wirusowe kwasy nukleinowe. Materialem genetycznym wirusow moze

SARS-CoV-2 (ang. Severe aciite respiratory syndrome coronavirus 2) - wirus ciezkiej niewydolnosei
odechowej typu 2; SeV (ang. Sendai virus) - wirus Sendaj; SINV (ang. Sindbis virus) - wirus
Sindbis; VSV (ang. Vesicular stomatitis virus) - wirusa pecherzykowego zapalenia jamy ustnej;
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NCN PRELUDIUM nr 2016/21/N/NZ6/00997 (O. Musidlak) i NCN OPUS nr 2019/35/B/
NZ9/03851 (R. Nawrot)

https:/ / postepybiochemii. ptbioch.edu.pl/





OEBPS/image/26.png





OEBPS/image/13.png





OEBPS/image/5.png





