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Problemy zakazen
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STRESZCZENIE

Grypa, a zwlaszcza grypa pandemiczna przedsta-
wia wielkie niebezpieczenstwo dla zdrowia i zycia
cztowieka. Z uwagi na duza zmienno$¢ antygenowa
wirusa grypy istnieje konieczno$¢ ciagltego dostosowy-
wania sktadu szczepionki do aktualnie wystepujacych
podtypow wirusa. Poniewaz od czasu pojawienia sig
nowej odmiany wirusa wyprodukowanie szczepionki
trwa bardzo dlugo, jedyna ochrona ludzi moga by¢ leki
przeciwwirusowe.

Dokonano przegladu badan nad poszukiwaniem
substancji przeciwwirusowych, aktywnych wobec
wiruséw grypy oraz omowiono mechanizm ich dzia-
fania. Uwzgledniono zwiazki wykazujace aktywno$¢
na procesy adsorpcji wirusa, inhibitory hemaglutyniny
i neuraminidazy, kanatu protonowego M2, polimerazy,
endonukleazy i traskryptazy, a ponadto hamujace kinazy
biatkowe i kaskadeg sygnalng. Przedstawiono mozliwosci
terapii oligonukleotydowe;j i aktywne substancje pocho-
dzenia roslinnego. Zwrdcono uwage na przysztosciowe
kierunki badan.

Stowa kluczowe: substancje przeciwwirusowe, wirusy
grypy, mechanizm dzialania

WSTEP

Wedtug CDC, kazdego roku ok. 5-20% populacji
w USA zapada na grype, z czego 200 000 oséb podlega
hospitalizacji a 36 000 umiera w wyniku nastepstw cho-
roby. Szczepienia s podstawowym sposobem ochrony
przed grypa, jednak ze wzgledu na zmienno$¢ wirusa
powodowana mutacjami punktowymi (antygenowy
dryft) oraz wymiana catych segmentow wirusowego
RNA (antygenowy shift), przygotowanie skutecznej
szczepionki w krotkim czasie jest bardzo trudne. W tej
sytuacji kluczem do minimalizowania skutkow nowe;j
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great threat to health and humans life of. Due to the
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and their mechanism of action was described. We have
taken into account the chemical compounds that seem
to be active in the process of virus adsorption; hemag-
glutinin and neuraminidase inhibitors; M2 ion channel
blockers; polymerase, endonuclease, transcriptase,
proteine kinase and signaling cascade inhibitors. The
potential of oligonucleotide antiviral therapeutics and
the substances that are extracted from different plants
were presented. The future direction of research were
shown.
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pandemii moga by¢ substancje o dziataniu przeciwwi-
rusowym.

MOLEKULARNE CELE DLA SUBSTANCIJI
ANTYWIRUSOWYCH: LUDZKIE
RECEPTORY, ADSORPCJA DO KOMORKI
GOSPODARZA

si¢ do koncowych reszt kwasu sialowego znajdujacych
si¢ na receptorach na powierzchni komorki, leki posia-
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dajace aktywnos¢ sialidazy moga usuwac receptory z
komorek epitelialnych gérnych drég oddechowych i
zapobiegac zakazeniu. DAS181-rekombinacyjne biatko
fuzyjne, zawierajace katalityczne domeny sialidazy
otrzymanej z Actinomyces viscosus, tnie wigzania a2,6
102,3 kwasu sialowego w receptorach rozpoznawanych
przez wirusy grypy, wykazujac aktywnos$¢ wobec wi-
rusow grypy A i B in vivo i in vitro. DAS181 chronit
zwierzgta przed letalna infekcja grypy hamujac replika-
cje wirusa, w tym zjadliwego HSN1 (1), co wskazuje na
duzy potencjal DAS181 jako efektywnego $rodka prze-
ciwwirusowego. Obecnie jest on poddawany testom
klinicznym. CYSTUSO052 jest bogatym w polifenole
ekstraktem, sporzadzonym z Cistus incanu. Rosliny
z rodzaju Cistus sa stosowane w medycynie ludowe;j
jako remedium na réznego rodzaju dolegliwosci. Gdy
myszom Balb/c podano ten preparat w aerozolu, trzy
razy dziennie przez okres pigciu dni, zaobserwowano
obnizenie infekcyjnosci wirusa grypy 4, przy czym
preparat podany per os nie wykazywat takiego dziata-
nia. CYSTUS 052 wykazat aktywno$¢ antywirusowa,
nie byt toksyczny dla komérek hodowli i nie indukowat
opornosci wirusa (2). Preparat obnizat miano wirusa
w liniach komérkowych A549 i MDCK zakazonych
prototypem ptasiej i ludzkiej grypy nalezacej do r6z-
nych podtypow (2). Preparat hamuje wnikanie wirusa
do komorki poprzez bezposrednie oddzialywanie na
czastki wirusa, posiada rdwniez zdolnos¢ interakcji z
HA wirusa, blokujac jej wigzanie do receptorow komor-
kowych. Nalezy podawac go odmiejscowo, jak np. w
aerozolu —bezposrednio do drog oddechowych.

INHIBITORY HEMAGLUTYNINY (HA)

HA wirusa grypy wiaze si¢ z kwasem sialowym
wigzaniem 02,6 do przedostatniej galaktozy glikanow
obecnych na powierzchni komorki. HA jest trymerem
ztozonym z trzech podjednostek. Polipeptyd hema-
glutyniny (HAO) jest cigty przez proteazg¢ komorki
gospodarza na HA1 1 HA2, co jest wazne dla dalszej
replikacji wirusa. Inhibitory enzymoéw TMPRSS2
(transmembrane protease serine 2) czy HAT (human
airway trypsin-like protease) moga okazac si¢ skuteczne
w hamowaniu replikacji wirusa. Stwierdzono, ze apro-
tynina- inhibitor proteaz serynowo-treoninowych, byta
skuteczna in vivo przy podaniu razem z rimantadyna
(3). Zwiazek 180299 (methyl-O-methyl-7-ketopodocar-
pate) silnie hamowat replikacj¢ wirusa, dzigki oddziaty-
waniu na fuzyjna funkcje HA (3). Opisano kilka nowych
peptydow blokujacych wnikanie wirusa do komorki, jak
np. 20-aminkwasowy peptyd (otrzymany z czynnika
wzrostu fibroblastow 4), blokujacy wnikanie wirusa
do komorki poprzez wigzanie si¢ z HA. Wykazuje on
aktywnos$¢ przeciwko wirusowi grypy, zar6wno w ho-

dowli komoérkowej, jak i na myszach; obecnie znajduje
si¢ w fazie testow klinicznych.

W Bristol Myers Squibb odkryto nowy inhibitor
fuzji wirusa grypy A, BMY-27709, ktéry okazal si¢
aktywny wobec wszystkich podtypow H1 i H2, nie
wykazujac natomiast aktywnosci wobec podtypu H3.
Proces fuzji membran przy wnikaniu wirusa do komorki
kontrolowany przez HA moze by¢ hamowany przez
stachyflin- zwiazek otrzymany z hodowli Stachybo-
trys sp (3); wykazano jego dziatanie w stosunku do
podtypéw H1 i H2 wirusa grypy A. Badano rowniez
pochodne stachyflinu i ich wplyw na replikacj¢ wirusa
grypy. Preparat wptywa na pH endosomu, ktore ulega
obnizeniu na skutek zmian konformacyjnych HA (3).
Dhugotancuchowe pentraksyny (PTX3) sa 45-kDa
biatkami, ktore tacza si¢ wiazaniami dwusiarczkowy-
mi, tworzac multimetry o duzej masie czasteczkowej.
PTX3 wiaza Clq (podjednostka kompleksu enzymu
C1, aktywujacego uktad dopetniacza w osoczu) umoz-
liwiajac rozpoznanie patogendw przez makrofagi i ko-
morki dendrytyczne. Krotkie pentraksyny SAP (serum
amyloid P), dziataja jako inhibitory B przeciw wirusom
arypy, wiazac sie w sposob Ca**-zalezny do bogatych w
mannozg glikanéw wirusowej HA, powodujac inhibicje
hemaglutynacji i wirusowej infekcyjnosci (4 ). PTX3
dziala jako y- inhibitor, dostarczajac sialowanych ligan-
doéw imitujacych strukture komérkowych receptorow
wykorzystywanych przez wirusa, blokujac w ten spo-
sob miejsce wiazace receptor HA. PTX3 oddziatuje na
wirus grypy in vivo poprzez neutralizacje infekcyjnosci
przeciwdziata przylaczaniu sig¢ wirusa (czy wnikania do
komorki), jak réwniez hamuje aktywno$¢ wirusowej
NA, co moze prowadzi¢ do blokowania uwalniania si¢
nowo powstalych czastek wirusowych z powierzchni
zakazonej komorki (4). Inkubacja wirusa grypy z inny-
mi sialowanymi inhibitorami, takimi jak SP-A, gp340
(glikoprotein 340) czy mucyna, powoduje agregacje
czastek wirusowych, co moze prowadzi¢ do hamo-
wania rozwoju zakazenia i pobudzenia mechanizmu
oczyszczania z czastek wirusowych droga fagocytozy
oraz zaposrednictwem systemu sluzowo-rz¢skowego.
Poniewaz PTX3 wiaze si¢ do komorek nablonkowych
zakazonych wirusem grypy, mozna przypuszczaé, ze
ma on zdolno$¢ niszczenia ich jeszcze przed uwol-
nieniem si¢ nowo zsyntetyzowanych wirionow. PTX3
dziala jako opsonina, podnoszac zdolno$¢ makrofagow
do fagocytozy (4). Podanie myszom ludzkich PTX3
prowadzilo do obnizenia $miertelnosci wsrod zwie-
rzat zakazonych wirusem grypy. Ostatnio doniesiono,
ze podtypy HIN1, H3N2 i typ B sa jednak oporne na
PTX3 (4).

Bodian 1 wsp. odkryli, ze zmiana konformacji HA
podczas fuzji membran moze by¢ hamowana przez
benzochinony i hydrochinony, sposrod ktorych najwyz-
sza aktywnoS$cia odznaczat si¢ tetr-butyl hydrochinon
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(TBHQ). Postugujac si¢ modelami strukturalnymi
odkryto jeszcze bardziej aktywne inhibitory zmian
konformacyjnych, takie jak: S19, C22 1 S22 (3). Nowe
glikopeptydowe zwiazki z hydrofobowymi tancucha-
mi bocznymi - pochodne aglikoristocetyny wykazuja
aktywno$¢ przeciwwirusowa, zalezna od struktury
zwiazku. Badano ich antywirusowa aktywnos$¢ wobec
szczepow: A/Puerto Rico/8/34 (A/HINI); A/X-31
(A/H3N2) [A/Aichi/2/68 (H3N2) x A/Puerto Rico/8/34
(HIN1)]; A/Hong Kong/7/87 (A/H3N2) i B/Hong
Kong/5/72. Najaktywniejszym wobec wszystkich
podtypéw A/HIN1, A/H3N2 i typu B wirusa okazat
si¢ zwiazek 8e (pochodna fenylbenzylu). Wykrycie
aktywnos$ci pochodnych aglikoristocetyny wskazuje
na nowe mozliwosci w poszukiwaniach substancji
przeciwwirusowych (5) .

Zaobserwowano, ze N-podstawiona piperydyny, CL
61917, hamuje infekcyjnos¢ kilku podtypow H1, H2 i
W mniejszym stopniu H3 wirusa grypy A, prawdopo-
dobnie dzigki zdolnosci substancji do oddziatywania z
fuzogeniczna funkcja wirusowej HA. Dziatanie to ob-
serwowano w badaniach zuzyciem CL 61917 lub jego
bardziej aktywnego analogu CL 385319, wobec wirusa
H1 (6). Jeszcze inny zwiazek, CL 62554, strukturalnie
niezwiazany z CL 61917, hamowat rowniez replikacje
wirusa grypy.

Zwiazki fenolowe i polifenole stanowia jedna z
najliczniejszych i najbardziej rozpowszechnionych grup
zwiazkow pochodzenia roslinnego. Struktura natural-
nych polifenoli jest r6znorodna, poczynajac od prostych
zwiazkow, takich jak kwas fenolowy, az po wysoce
spolimeryzowane struktury. Galusan epigallokatechiny
(EGCQG)1i digalusan teaflawiny, dwa polifenole obecne
w zielonej herbacie, posiadaja zdolno§¢ wiazania he-
maglutyniny wirusa grypy blokujac w ten sposob jego
infekcyjnos¢. Wykazano, ze antywirusowy efekt galu-
sanu epigallokatechiny i galusanu epikatechiny (ECG)
jest wynikiem interakcji z HA, i zmianami wlasciwosci
fizycznych ostonki wirusa (7). Sa réwniez doniesienia
o przeciwwirusowym dziataniu bogatego w polifenole
ekstraktu z Geranium sanguineum L, zarbwno in vitro,
jak i in vivo.

INHIBITORY NEURAMINIDAZY (NA)

Neuraminidaza obecna na powierzchni ostonki
wirusowej jest odpowiedzialna za uwalnianie si¢ wi-
rusa z powierzchni komorki. NA odgrywa istotna rolg
W przemieszczaniu si¢ wirusa w btonie sluzowej drog
oddechowych oraz w procesie wnikania do komorki
gospodarza. Oseltamivir (Tamiflu)- etylo-estrowy pro-
lek GS4071, posiada aktywno$¢ przeciwwirusowa przy
podaniu doustnym na wszystkie podtypy wirusa grypy
(tacznie z wywolujacymi pandemig i ptasia grypg). U

pacjentow leczonych oseltamivirem stwierdzono jednak
obecnos$¢ opornych mutantéw. Poniewaz dotychczas
nie wykryto mutantow opornych zar6wno na oselta-
mivir jak i zanamivir (relenza), nalezy oczekiwac, ze
leczenie jednym z nich powinno by¢ skuteczne. Relenza
i Tamiflu sa jedynymi zatwierdzonymi z tej grupy (in-
hibitory NA) lekami na grypg. Analog DANA (kwas
2-deoksy-N-acetyloneuraminidowy) posiada silne
powinowactwo do wirusowej NA, hamujac aktywnos¢
enzymu (3).

Zsyntetyzowano wiele analogow DANA; 4-ami-
no-DANA i 4-guanidyno-DANA (zanamivir), ktore
posiadaja silne dziatanie przeciwwirusowe wobec
wirusa grypy A (N2). Zanamivir jest zwigzkiem, ktory
hamuje replikacj¢ wirusa grypy in vitro i in vivo (3).
Poniewaz zanamivir musi by¢ aplikowany droga inha-
lacyjna, wskazane jest poszukiwanie jego pochodnych,
aktywnych takze przy podaniu per os lub droga dozylna.
Testowano rowniez multimerowe i chemicznie mody-
fikowane formy zanamiviru - inhibitory NA drugiej
generacji. Posiadaty one zwigkszona aktywnos¢ in
vitro, 1 byty lepiej przyswajalne po podaniu doustnym.
Dimery, ktorych grupy laczace mialy 14-18 atomow
byty od 100 do 1000 razy bardziej aktywne in vitro od
monomeru, a okres ich péitrwania in vivo byl znacznie
przedtuzony. Podawane donosowo, dimerowe formy
zwiazku byly obecne w ptucach szczurow ponad
tydzien, a pojedyncza dawka preparatu podana 7 dni
przed zakazeniem chronita myszy przed $miercia (8).
Poniewaz zanamivir wykazuje szeroki zakres dziatania
na wirusy grypy A, a pojawiajaca si¢ opornos¢ na lek
jest rzadka, opracowanie dozylnej formy podawania
leku bytoby niezwykle pozadane dla skutecznego lecze-
nia ostrej grypy. Iniekcje dwa razy dziennie, podane 4
godziny przed kontaktem z wirusem HIN1, znacznie
obnizaty goraczke, fagodzily proces chorobowy i ogra-
niczaly rozprzestrzenianie si¢ wirusa u ochotnikow.
Obecnie trwa [ faza testow klinicznych doustnego
oseltamiviru i dozylnej formy zanamiviru (8).

Peramivir i AB-675 sa dobrymi kandydatami do
grupy lekdéw przeciw grypie, zwlaszcza w przypadku
pojawiania si¢ mutantow opornych na oseltamivir
i zanamivir. Jak wykazano eksperymentalnie Pera-
mivir byt aktywny w stosunku do szczepoéw wiru-
sa grypy opornych na zanamivir i oseltamivir (8).
Peramivir[(1S,2S,3R,4R)-3-[(1S)-(acetamido)-2-ethyl-
butyl]-4-(diaminomethylidene-amino)-2-hydroxy-cyc-
lopentane-1-carboxylicacid] jest nowym, selektywnym
inhibitorem neuraminidazy, posiadajacym trzy grupy
chemiczne oddzialujace z aktywnym miejscem NA,
dzigki czemu powstaje silne wiazanie dysocjujace
w wolnym tempie, co daje mu przewage nad innymi
lekami pozwalajac na rzadsze podawanie leku. Testy
przedkliniczne wykazaty, ze domig§éniowa iniekcja
peramiviru hamowata rozwdj zakazenia wirusami A i
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B, tacznie z wysoce patogennym wirusem grypy H5N1,
in vivo 1 in vitro. Ostatnie badania wykazaty, ze pera-
mivir podany myszom domig§niowo, chronit je przed
smiertelng dawka wirusa HSN1 i catkowicie eliminowat
wirusa z narzadéw wewngtrznych (9). Testy kliniczne
wykazaty 22 godzinny okres pottrwania leku w osoczu
ijego dobra tolerancje (8). Obecnie peramivir znajduje
sie w I fazie testow, oceniajacych jego przydatnos¢ przy
jednorazowej iniekcji domig$niowej przeciw grypie
sezonowej (9).

A-315675 (ABT-675) jest zwiazkiem powstatym
na bazie pirolidyny, hamujacym neuraminidazg i repli-
kacje wirusow grypy A i B, zachecajacym kandydatem
do dalszych badan (10). R-118958 jest preparatem,
stosowanym zaré6wno w celu leczenia, jak i profilak-
tyki grypy, wykazujacym aktywno$¢ juz po podaniu
pojedynczej dawki. Po badaniach in vitro preparat
przeszedt do I fazy testow klinicznych (w 2004 roku).
Pro-lek R-125489, wykazuje hamujace dzialanie na
neuraminidaz¢ wirusa grypy, porownywalne do zana-
miviru. Efektywnie hamowat replikacj¢ wirusa grypy
A1B wkomorkach MDCK i byt 1,6-6,4 razy silniejszy
od zanamiviru. 90% myszy, ktorym podano pojedyncza
dawke R-118958 (0.4 Amol/kg) do nosa nastgpnego
dnia po zakazeniu (50 pfu), przezyto do dwudziestego
dnia obserwacji, podczas gdy myszy, ktérym podano
zanamivir (4.0 Amol/kg) przezyly tylko w 80,5%. Co
wiecej, 80-100% myszy, ktérym podano pojedyncza
dawke R-118958 (0.5 Amol/kg) 2 i3 dnia po zakaze-
niu przezyto, podczas gdy wszystkie zwierzeta leczone
zanamivirem padly. Podobne rezultaty, §wiadczace
o wysokiej skuteczno$ci terapeutycznej preparatu ob-
serwowano w ilo§ciowych testach mianowania wirusa.
R-118958 jest szybko metabolizowany w ptucach do
aktywnej formy R-125489, ktéra utrzymuje si¢ przez
dhuzszy czas, a prawie wszystkie metabolity sa usuwane
z moczem. Inhalacja raz w tygodniu moze by¢ sku-
teczna w zapobieganiu grypie, nawet wtedy, gdy sezon
grypowy juz si¢ rozpoczal. Poniewaz efekt kuracji jest
dhugotrwaty, moze przyczyni¢ si¢ on do ograniczenia
rozprzestrzeniania si¢ wirusa grypie wsrod ludzi. Tych
zalet nie posiadaja wcze$niej wynalezione leki, takie jak
Relenza, Tamiflu (inhibitory neuraminidazy), Symme-
trel 1 Flumadine (inhibitory M2).

ATA (aurintricarboxylic acid) jest kolejnym sil-
nym inhibitorem NA, ktéry hamowal aktywno$¢ NA
dzikiego szczepu wirusa grypy, jak i mutanta H274Y,
opornego na oseltamivir. Na modelach molekularnych
mozna zaobserwowac, ze ATA wiaze si¢ do NA w tym
samym miejscu, w ktorym NA wiaze substrat. Zwiazek
ten moze by¢ dobrym wzorcem do projektowania nowej
klasy inhibitoréw NA (11).

INHIBITORY WIRUSOWEGO KANALU
PROTONOWEGO M2

Kanal protonowy M2 sktada si¢ z czterech pod-
jednostek. M2 posredniczy w zakwaszaniu wngtrza
endosomu, w ktérym znajduje si¢ wirus, co pociaga
za soba zmiany konformacyjne w rejonie petli HA,
prowadzace do fuzji membran wirusa i endosomu.
Dobrze znane leki blokujace kanal M2- amantadyna
(amantadine; Symmetrel) i rimantadyna (rimantadine;
Flumadine) dziataja tylko na wirusy grypy A. Opornosé¢
wiruséw na adamantany przysparza wielu problemow
terapeutycznych. Zsyntetyzowano nowe pochodne obu
tych lekow, ktore wykazuja wyzszy stopien aktywnos$ci
w stosunku do wirusa grypy A (12).

INHIBITORY POLIMERAZY,
ENDONUKLEAZY I TRANSKRYPTAZY

Transkrypcja i replikacja wirusowego VRNA sa
katalizowane przez RNA- zalezna polimerazg RNA.
Te dwa etapy stanowia dobry cel dla dziatania lekow
antywirusowych. Trojfosforan 2’-fluorodGuo jest in-
hibitorem transkryptazy wirusa grypy, dziatajacym ok.
tygodnia na komorkowa polimeraze RNA (3). T-705 (6-
fluoro-3-hydroxy-2-pyrazinecarbox-amide) jest silnym
inhibitorem wiruséw grypy A, B i C (13). Podany do-
ustnie obnizat poziom $miertelnosci u myszy. T-705RTP
hamowat aktywnos$¢ polimerazy RNA wirusa grypy
w sposob konkurencyjny z GTP. W przeciwienstwie do
rybawiriny, T-705 nie wykazywat dziatania hamujacego
na syntez¢ DNA i RNA komorki (8).

L-2 jest zwiazkiem z serii 4-podstawionych 2.4-
dioxo-kwasu butanolowego. Testowany na myszach
z infekcja gornych drog oddechowych hamowat wiru-
sowa endonukleazg. Nowy antywirusowy $rodek, wy-
izolowany z hodowli Delitschia confertaspora, wptywat
natomiast na funkcj¢ cap-zaleznej endonukleazy (3).
Flutimid (flutimide), 2,6-diketopiperazyna, o profilu
porownywalnym do innych inhibitorow endonukleazy,
hamowat réwniez replikacj¢ wirusa w hodowli komor-
kowej. Flutimid jest pierwszym opisanym naturalnym
produktem selektywnie hamujacym transkryptazg wi-
rusa grypy, podobnym do inhibitorow z grupy kwasu
dioxobutanolowego. RNA - zalezna polimeraza RNA
wirusa grypy A, jest heterotrimerowym kompleksem
zbudowanym z podjednostek PB1, PB2 i PA, ktory
katalizuje transkrypcje wirusowego RNA oraz jego re-
plikacje w jadrze zakazonej komorki. Ostatnio odkryto
kilka biatek komoérkowych taczacych sig z kompleksem
polimerazy, badz z jej podjednostkami. Jednym z nich
jest biatko szoku cieplnego Hsp90 (heat shock prote-
in 90), ktore taczy sig¢ z podjednostkami PB1 i PB2



Nr 4

Substancje przeciwwirusowe dla wirusa grypy

491

(14). Inhibitory Hsp90- GA (analog geldanamycyny)
1 17-AAG (17-allylamino-17-demetoxygeldanamycyna)
op6zniaja wzrost wirusa w hodowli komoérkowej poprzez
skrocenie czasu pottrwania PB1 i PB2 i hamowanie jadro-
wego importu PB1 i PA, co prowadzi do redukcji efektyw-
nego montazu wirusowego RNP. Stosowanie inhibitoréw
Hsp90 moze by¢ nowa strategia antywirusowa z matym
prawdopodobienstwem nabywania przez wirusy cech
opornosci (14).

Rybawirina (ribavirin)- guanozynowy analog,
dziata zaréwno posrednio, przez obnizanie wewnatrz-
komoérkowego poziomu GTP (hamuje on dzialanie
dehydrogenazy 5’-monofosforanu), jak i bezposrednio,
zaburzajac transkrypcje i replikacje genomu wirusa. Ry-
bawirina jest w mniejszym stopniu aktywna przeciwko
wirusowi grypy, niz adamantany, czy inhibitory NA
(8). Wcezesniejsze badania wskazywaly, ze rybawirina
byta aktywna przeciw wirusowi grypy A i B w ho-
dowli komorkowej. Pdzniejsze jednak testy kliniczne
nad ocena jej efektywnosci u pacjentow z grypa daty
niejednoznaczne wyniki (15). Viramidin (viramidine)-
pro-lek rybawiriny, ma podobna aktywnos$¢ przeciw
sezonowej grypie H5N1, lecz jest mniej toksyczny
od poprzedniego. Wysoki poziom efektywnosci przy
$miertelnych infekcjach wirusem HIN1 wykazano w
testach na myszach, ktérym podano ten zwiazek razem
z woda do picia (16).

ODDZIALYWANIE NA MONTAZ
I DOJRZEWANIE WIRUSA

W pozniejszym etapie wirusowej infekcji, vVRNPs
sa transportowane z jadra do btony komorkowe;j, gdzie
nastepuje montaz potomnych czastek wirusowych. Leki
zaburzajace btony ,.tratw lipidowych” moga zaktdcac
proces montazu wirionéw. Nowa, aerozolowa forma le-
kéw obnizajacych poziom cholesterolu we krwi - statyn,
posiada szerokie spektrum aktywnos$ci wobec r6znych
typow wirusow grypy, porownywalne do Tamiflu. Staty-
ny wykazuja swoja aktywnos$¢ nawet przy podaniu ich
48h po zakazeniu. Redukuja miano wirusa oraz chronia
tkanke ptucna przed uszkodzeniami m.in. poprzez ob-
nizenie poziomu ekspresji cytokin (15, 17).

INHIBITORY KINAZ BIALKOWYCH
I KASKADY SYGNALOWEJ

Replikacja wirusa jest powiazana z aktywnos$cia
kinaz $ciezki sygnatowej, takich jak kinaza biatko-
wa C (PKC) czy NF-kB (nuclear factor kappa B).
Zakazenie wirusem grypy prowadzi do aktywacji
kaskady sygnalowej Raf/MEK/ERK, ktorej inhibicja
za pomoca specyficznych zwigzkow (U0126) powo-

duje zatrzymanie VRNPs w jadrze komorkowym, jak
rowniez uposledza funkcje biatka NEP (nuclear export
protein) (3). Zwiazki takie jak bisindolymaleimid I,
calphostin C 1 G66976 hamuja replikacj¢ wirusa grypy.
Replikacje wirusa hamuje réwniez rottlerin, inhibitor
PKC (18). Przeniknigcie wirusa do wngtrza komorki
wymaga aktywnosci PKC, ktora prawdopodobnie sty-
muluje wiazanie wirusa do receptorow komorkowych
(18). Resveratrol jest polifenolem o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych, wystepujacym w czerwonym
winie. Hamuje on replikacj¢ wirusa in vitro, zmniejsza
smiertelnos¢ na skutek powiktan zwiazanych z infekcja
oraz obniza miano wirusa grypy w ptucach zakazo-
nych myszy. Preparat blokuje translokacj¢ kompleksu
wirusowej rybonukleoproteiny z jadra do cytoplazmy,
podczas poznej fazy infekceji, prawdopodobnie przez
oddzialywanie na kinazy biatkowe (19) Resveratrol ma
rowniez wptyw na TLR (7ol/-like receptors), komorki
ze Sciezki sygnatowej i zwigkszenie ekspresji cytokinin
i chemokinin, bioracych udziat w odpowiedzi immuno-
logicznej organizmu (17).

ZWIEKSZANIE STEZENIA NA* -
OTWIERACZE KANALU SODOWEGO

Bardzo duze zainteresowanie wzbudzito odkrycie,
ze inhibitory kanatu i jego otwieracze przeciwdziataja
replikacji wirusa. SDZ-201106 - otwieracz kanatu sodo-
wego, moze obnizy¢ o 85% miano wirusa A/WSN/33
a wirusa B o 72%, dzigki zwigkszeniu wewnatrzkomor-
kowego poziomu Na* spowodowane otwarciem kanatu.
Inhibitory pomp Na'/K*/ATPazy, quabain i lanatozyd
C, moga rowniez hamowac replikacjg¢ wirusa poprzez
zwigkszenia wewnatrzkomoérkowego stezenia Na*
1 K" dzigki czemu dochodzi do hamowania replikacji
wirusa (18).

ANTYWIRUSOWA TERAPIA
OLIGONUKLEOTYDOWA

Antysensowne oligonukleotydy- (ASOs) sa jedno-
niciowymi deoksyrybonukleotydowymi oligomerami
(~20 nukleotydow), komplementarnymi do transkryptu
mRNA. Specyficzne oddzialywanie migdzy parami
zasad ASO 1 transkryptu, powoduje degradacj¢ RNA
przy udziale RNAzy H i w konsekwencji zmniejszenie
produkcji biatek. ASOs zmodyfikowane chemicznie
moze takze powodowac inhibicjg translacji bez degrada-
cji mRNA. Opracowano odczynniki trzeciej generacji,
antysensowne oligomery morfolino PMOs (phosphoro-
diamidate morpholino oligomers), w ktérych pierscien
rybozy szkieletu nukleotydowego zastapiono pierscie-
niem morfolino. PMOs maja wigksze powinowactwo
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do rozpoznawanej sekwencji niz pozostate ASOs, lecz
nie powoduja degradacji mRNA przez RNAzg¢ H. Kil-
ka ASO poddaje si¢ obecnie badaniom klinicznym,
pod katem oceny ich aktywno$ci w leczeniu zakazen
wirusowych (20).

Koniugaty peptydow PMOs (P-PMOs) zostaly
zaprojektowane tak, aby wiazaty si¢ do rejonu kodonu
start AUG czterech gendéw (PA, PB1, PB2 i NP). Dodat-
kowo, rozpoznaja one cztery koncowe rejony genu NP,
co zaburza interakcje RNA/RNA, niezbedna do syntezy
RNA. Sze$¢ z o$miu P-PMOs skutecznie hamowato
produkcje wirusa HIN1 w komérkach Vero. P-PMOs
rozpoznajace kodon start PB1 lub tez obszar terminacji
NP podane przed zakazeniem, skutecznie hamowaty
replikacje wirusa grypy HSN1 w komérkach MDCK
(20). Wykazano antywirusowa aktywnos$¢ S-ONs (pho-
sphorothioate oligonucleotides) otrzymanychz 3’15’
konca wirusowego segmentu PB2, co wskazuje na to,
ze koniec 5° PB2 moze by¢ w przysztosci uzywany do
tworzenia lekow antywirusowych nowego typu (21).

Antysensowne (DNA) oligomery oraz krotkie,
dwuniciowe czasteczki- sSiRNA (small interfering RNA),
ukierunkowane na mRNA grypy, okazaty si¢ skuteczne
w testach na modelach mysich i ptasich zakazonych
roznymi rodzajami wirusa grypy (8). siRNA powoduja
wyciszenie ekspresji gendw o homologicznej sekwencji
poprzez degradacje komplementarnego mRNA. siRNA
zaprojektowane przeciw konserwatywnym sekwencjom
nukleoprotein grypy A, polimerazie czy genom ma-
triksowym, sa zdolne powstrzymac replikacje wirusa
grypy, co wykazano w zakazonych hodowlach komor-
kowych oraz w ptucach mysich (15). Aktywno$¢ takich
zwiazkoéw powiazana jest z degradacja specyficznego
wirusowego mRNA szerokiego spektrum wirusow ludz-
kiej i1 ptasiej grypy. Gtéwna zaleta tego typu leczenia
jest to, ze gdy znana jest sekwencja okreslonego genu,
synteze sSiRNA mozna przeprowadzi¢ w bardzo krotkim
czasie i niewielkim kosztem. Jednak niektore z siRNA
moga powodowac inhibicje genéw gospodarza (15).
Myszom podawano do ptuc siRNA komplementarne do
NP i PA wirusa grypy A, oraz dozylnie shRNA (small
hairpin) komplementarne do NP i M2 w kompleksie
z polimerem kationowym (PEI). W obu przypadkach,
siRNA i shRNA, obserwowano redukcj¢ miana wirusa
w ptucach. shRNAs przeciw NP i M2 réwniez zwigkszat
odsetek przezywalno$ci myszy zakazonych wirusem
H1NT i H5N. Potwierdzono, ze siRNA zaprojektowane
przeciw PA i NP redukuje namnazanie si¢ wirusa grypy
A w ptucach myszy oraz zwigksza ich przezywalno$¢.
Polaczona terapia siRNA komplementarnego do NP
i PA chronita w 100% zwierzgta przed $miercia. Ten
sam efekt obserwowano przy zakazeniu réznymi typami
wirusow grypy, tacznie z HSN1 (20).

INNE ZWIAZKI I ICH AKTYWNOSC

Chlorochina zmienia endosomalne pH, ostabiajac
proces uwolnienia wirusa grypy do cytozolu. Rézne
podtypy wirus grypy reaguja odmiennie na chloroching,
tak np. H3N2 i HIN1 sa bardziej wrazliwe w porowna-
niu do niektorych wirusow HS (17).

Bialka surfakantowe D (SP-D) — kolektyny obecne
w plynach drég oddechowych, sa niezwykle wazne
podczas infekcji wirusowej. Surfakanty A (SP-A) i D
posrednicza w wielu procesach uruchamianych prze-
ciwko wirusowi grypy, takich jak: hemaglutynacja, neu-
tralizacja i agregacja wirusa, jak rowniez opsonizacja
w interakcji z neutrofilami (4). SP-D naleza do grupy
inhibitorow B, wiazac si¢ w sposob Ca*" zalezny przez
domeng lektyny do oligosacharydéw wirusowych HA
i NA. SP-A w sposob Ca?* niezalezny wiaze wirusowa
hemaglutyning do reszt kwasu sialowego (4).

Kromoglikan dwusodowy (DSCG) jest lekiem po-
wszechnie stosowanym przy astmie oraz alergicznym
niezycie nosa. Niedawno odkryto, ze DSCG wyka-
zuje wilasciwos$ci przeciwwirusowe wobec wirusow
ludzkiej grypy w badaniach in vivo, nie majac przy
tym toksycznego dziatania u zadnej z badanych grup
zwierzat (22).

PREPARATY ROSLINNE

Zielona herbata jest produkowana z liSci wiecznie
zielonej rosliny Camellia sinensis, ktorej gtownym
sktadnikiem sa polifenole- katechiny, a w$rdd nich:
epikatechina (EC), epigallokatechina (EGC), galu-
san epikatechiny (ECG) i galusan epigallokatechiny
(EGCG). EGCG wplywa hamujaco na infekcyjnos$¢ wi-
ruséw w hodowlach komérkowych MDCK, powodujac
ich aglutynacje i zapobiegajac ich adsorpcji. Ekstrakt
z herbaty hamowat rowniez zakwaszenie w endoso-
mach czy lizosomach, co prowadzito do hamowania
namnazania si¢ wirusa. EGCG i ECG sa silnymi inhi-
bitorami replikacji wiruséw grypy, tacznie z A/HINI,
A/H3N2 i B, przy czym EGCG okazat si¢ najbardziej
efektywny sposrod badanych zwiazkow. Katechiny
prawdopodobnie wptywaja na zmiang konformacji HA
lub tez wchodza z nia w interakcje (7). Krzewy Maho-
nia sa rodzajem chinskiej rosliny, do ktérego naleza
Mahonia bealei (Fort) oraz M. fortunei. Z roslin tych
wyekstrahowano wiele alkaloidow o wilasciwosciach
przeciwwirusowych, migdzy innymi: oksykantyne,
berbaming, kolumbaming, izotertrandryng, jatroryzyne,
palmatyne i berberig. Doswiadczenia in vitro dowiodty,
ze wlasciwosci antywirusowe M. bealei zwiazane sa z
alkaloidami (23). Jeden z obecnie stosowanych lekow
przeciwgrypowych, Tamiflu, otrzymano z chinskiego
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anyzu gwiazdzistego (Iliciumverum), ktéry zwiera po-
kazne ilo$ci kwasu szikimowego, bedacego chemiczna
baza dla Tamiflu. Mikstura anyzu musiata przej$¢ 10
farmakologicznych modyfikacji, zanim powstat osta-
tecznie lek przeciwwirusowy. Zmodyfikowany kwas
szikimowy oddzialuje na strukturg wirusa, zapobiegajac
jego replikacji, zar6wno w stosunku do wirusa grypy A,
jak 1 B (24). Andrographis paniculata jest uzywany w
tradycyjnej medycynie chinskiej pod nazwa Kan Jang,
zmniejsza powiktania pogrypowe i skraca rekonwa-
lescencje¢ chorego. Bez czarny (Sambucus nigr), jako
ekstrakt sambukol, byt skutecznie stosowany u ludzi
zyjacych w kibucu w Chinach podczas epidemii grypy
B w 1993 (24). Osoby leczone czarnym bzem znacz-
nie szybciej wracaty do zdrowia, co bylo wynikiem
zwigkszenia poziomu interleukin i czynnika nekrozy
nowotworow (TFN). Echinacea (Echinacea angu-
stifolia, Echinacea pallida 1 Echinacea purpurea) sa
czesto uzywane w przypadku zwyktych przezigbien.
Echinacea jest skuteczna we wezesnych etapach infekcji
grypowych, lecz nie ma dzialania chroniacego przed
zakazeniem. Dziatanie jej zwiazane jest z aktywnoscia
przeciwzapalna i stymulacja systemu immunologicz-
nego organizmu (24). Hydroxytyrosol (HT) jest nisko-
czasteczkowym zwiagzkiem fenolowym wystepujacym
w lisciach 1 owocach oliwek (Olea eurolaea), jako
metabolit oleuropeiny (Ole), bedacym gtownym poli-
fenolowym komponentem tej rosliny. Ekstrakt z oliwek
wykazal przeciwwirusowe wtasciwosci w stosunku
do podtypow grypy HIN1, H3N2, H5N1 i HON2 oraz
NDV, przy czym podanie HT do hodowli komérkowej
MDCK przed infekcja nie miato wptywu na namnazanie
si¢ wirusa HON2. Wirus inaktywowany HT posiadat
niezmieniona aktywnos¢ HA i NA. Przy uzyciu mi-
kroskopu elektronowego wykazano, ze wigksza czgsé
struktur wirusa, nie tylko na powierzchni, po kontakcie
z HT byta zmieniona. Obserwacje te sugeruja, ze HT
wplywat na zmiang struktury wirusa HON2 (25). Anty-
wirusowe wlasciwosci przeciwko grypie A wykazano
w 20 ekstraktach roslin otrzymanych z A. filicinus, A.
rivularis, Verbascum thapsus, Allium oreoprasum, A.
strigilosa i B. ciliate. Ekstrakty z A. rivularis i B. ciliata
byly najaktywniejsze przeciwko wirusowi grypy A (26).
Badania fitochemiczne 4. rivularis wykazaty obecnosé¢
w ro$linie flawonoidow, terpenoidéw i bergeninow.
Bergnia ciliate zawiera polifenole, ktore wykazuja
wlasciwosci antywirusowe. Niektore rosliny uzywane w
tradycyjnej medycynie nepalskiej moga by¢ potencjal-
nymi lekami przeciwwirusowymi (26). Antygrypowe
wlasciwosci i brak toksyczno$ci wykazywaty: Aspa-
ragus racemosus, Bergenia ligulata, Nerium indicum,
Nyctanthes arbortristis, Salvia coccinia, Scindapsus
officinalis, przy czym najaktywniejszym z nich okazat
si¢ ekstrakt z Nerium indicum..

Wiele grzybow stosowano w celach leczniczych
przez tysiace lat, stymulowaty one system immu-
nologiczny, posiadaty wlasciwosci antybakteryjne
i przeciwwirusowe. Grzyby zawieraja polifenole stymu-
lujace aktywnos¢ komorek T, interleuking 1 1 komorek
NK (natural killers) (24). Grzyby shitake (Leninula
edodes (Berk)), reishi (Ganoderma lucidum) 1 maitake
(Grifola frondosa) sa najbardziej rozpowszechnione
i tatwo dostgpne.

WNIOSKI

Obecnie stosowane licencjonowane leki na grype
byty stworzone z ta mysla, aby minimalizowa¢ skutki
sezonowych zachorowan na grypg. Zakazenia ludzi
wirusami H5N1 i AHIN1 zmuszaja nas do nowego
spojrzenia na walke z ta grozna choroba. Nowe, lepsze
preparaty sa niezbgdne, aby stawi¢ czota pandemii
grypy oraz zredukowac skutki sezonowych infekcji.
Prace nad odkryciem nowych lekow antywirusowych
powinny zosta¢ zintensyfikowane, wykorzystujac za-
rowno dobrze juz poznane molekularne mozliwosci
hamowania infekcji, jak i zupelnie nowe, pojawiajace
si¢ w miar¢ poznania mechanizmow zakazen na pozio-
mie subkomorkowym. Lepsze zrozumienie biologii
wirusa grypy moze otworzy¢ nowe drogi dla opraco-
wania strategii poszukiwania efektywnych s$rodkow
antywirusowych.
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