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§ Sazetak vii

§ SazZetak

COVID-19 bolest je uzrokovana virusom SARS-CoV-2 koji je prouzro¢io pandemiju
bolove u misi¢ima i zglobovima, slabost i gubitak osjeta mirisa i okusa. Kod pojedinih
pacijenata dolazi do komplikacija tijekom zaraze pa tako moze do¢i do upale pluca, sr¢anog
udara, ali i smrti. Uglavnom najtezi oblici bolesti i smrti dogadaju se medu starijim osobama i
onima s drugim kroni¢nim bolestima. COVID-19 u oko 80% slucajeva zaraze uzrokuje blagu
bolest, 14% ima tezu bolest, a 6% ima teski oblik bolesti. *

Upravo zbog navedenih ¢injenica stvorila se potreba za izumom lijeka koji bi pomogao u borbi
s COVID-19 pacijentima koji imaju teze oblike bolesti. U ovom radu razmatrani su oralni
lijekovi molnupiravir i paxlovid koji su dio klinicke primijene u lije¢enju spomenutoga virusa.
Oba lijeka imaju zamjetne postotke uspjesnosti u lijeenju zaraZenih pacijenata S time da

paxlovid ima zavidniju uspjesnost u primjeni.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 1

§ 1. UVOD

1.1. COVID-19

Pojava SARS-CoV-2 (engl. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus-2) iliti teskog
akutnog respiratornog sindroma koronavirusa 2 predstavila je globalan problem u 21. stoljecu.
Spomenuti virus uzrokuje bolest COVID-19 (engl. Coronavirus disease 2019) koja ima spektar
razli¢itih simptoma, dok se ponajvise radi o blagim simptomima s 10-20 % pacijenata sa
simptomima koji osjete tezi oblik bolesti. Bolest COVID-19 klasificira se kao heterogena bolest
(zdravstveno stanje s nekoliko temeljnih uzroka) s time da ima jako malo dokaza koji upucuju
da je virus zasluzan za tu heterogenost. Stoga, znanost se okrece pitanju uloge opcéeg

zdravstvenog stanja zarazene osobe i okoline kao glavnih faktora u razvoju i teZini bolesti. ?

COVID-19 ima nekoliko kategorija bolesti definiranih prema tezini simptoma: blaga bolest,
umjerena bolest (uglavnom pracena upalom pluéa), teska bolest (pra¢ena teSkom upalom pluca)
te kriti¢na bolest (pracena sindromom akutnog respiracijskog distresa [ARDS] i/ili sepsom i/ili
septiCkim Sokom). Mnostvo drugih komplikacija i oboljenja je uo¢eno pogotovo kod teskog i
kritiénog oblika bolesti poput akutne pluéne embolije (nakupljanje zgusnute krvi u plu¢noj
arteriji s posljedi¢nom opstrukcijom dotoka krvi), akutnog koronarnog sindroma (tjelesna stanja
koja dovode do naglog smanjenja protoka krvi do srca), sréanog udara i dr.?

Urodeni imunoloski sustav ima posebnu ulogu u obrani protiv SARS-CoV-2. Jedan nacin

obrane je s T- i B-stanicama (slika 1).

| Urodeni imunologki sustav

Urodeni imunolo§ki sustav Urodeni imunoloski sustav
s T i B limfocitima s ostalim vrstama
imunoloskih stanica

Slika 1. Podjela urodenog imunoloskog sustava u dvije grane; pod ostale imunoloske stanice

spadaju granulociti, mononociti, makrofagi, NK stanice i dr.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 2

T- 1 B-stanice linija su obrane koja koristi prosle interakcije kako bi naucila prepoznati odredene
strane prijetnje i napasti ih kada se ponovno pojave; to je ujedno i temeljna pretpostavka
djelovanja cjepiva. Koristi se mala, bezopasna koli¢ina proteina iz uzro¢nika bolesti kako bi
imunoloski sustav mogao prepoznati taj protein ako patogen napadne tijelo. Tezina bolesti i
postotak smrtnosti zna¢ajniji su u starijoj populaciji zbog manjka rasirenosti dugorocnog i ve¢
postojeéeg urodenog imuniteta izgradenog pomocu T- i B-stanica protiv SARS-CoV-2.2

Nacin $irenja virusa je s 0S0be na osobu i uglavnom se prenosi kaplji¢nim putem pri kihanju i
kasljanju, kao i indirektno putem kontaminiranih ruku izlu¢evinama oboljele osobe s obzirom
da virus moze prezivjeti nekoliko sati na povrSinama. Virus se prenosi kada oboljeli ima

simptome poput drhtavice i vru¢ice te je osoba najzaraznija kad ima izrazene simptome bolesti.

Grada virusa SARS-CoV-2 vrlo je specifi¢na (slika 2). Pozitivna jednolanc¢ana RNA (+SSRNA)
¢ini genom, a veli¢ina se kre¢e od 26 do 32kb Sto ga €ini najvecim poznatim RNA genomom.
Kada je molekula RNA pozitivna zna¢i da se moze izravno i$¢itati mRNA. Virusna RNA
takoder kodira za Cetiri proteina: spike (S) i membranski (M) glikoprotein te ovojnicki (E) 1

nukleokapsidni (N) protein.*

Nukleokapsid
L Spike glikoprotein (S)

) -
(‘ N %@ Membranski glikoprotein (M)
A Ovojnica (E)
—

RNA

Hemagglutinin
esteraza-dimer

Slika 2. Grada virusa SARS-CoV-2. RNA je obavijena ovojnicom s cetiri glavna strukturna
proteina: spike (S) i membranski (M) glikoproteini te ovojnicki (E) i nukleokapsidski (N)

proteini.*
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§ 2. Prikaz odabrane teme 3

1.2. Imunoloski sustav ¢ovjeka

1.2.1. Osnove imunoloskog sustava

Kljuéna uloga imunoloskog sustava ¢ovjeka jest zadrzavanje zdravlja i patogeneze (mehanizam
razvoja patoloskoga procesa od djelovanja etioloSkoga ¢imbenika do pojave simptoma). Tijelo
je sacinjeno od mnostva organa koji sudjeluju u obrani od bolesti prikazanih na slici 3.
Najbitniji dio imunoloskog sustava ¢ovjeka Cine bijele krvne stanice (leukociti) koje putuju
krvnim zilama u tijelu. Dok putuju kroz krvotok i tkiva, lociraju mjesto infekcije i potom
obavijeste druge bijele krvne stanice o njihovom polozaju kako bi pomogli u obrani tijela od
napada nepoznatog organizma. Limfociti uniStavaju neZeljene mikroorganizme te brane
organizam od toksina i drugih tvari stranih organizmu, kao Stetnih kemijskih spojeva te stranih
antigena. Svaki limfni ¢vor mjesto je dogadanja specifiéne imunoloske reakcije i ima ulogu
borbe s antigenima, a dotok imunologkih i stranih stanica omoguéen je limfnim Zilama. °
Vaznu ulogu ima timus (prsna zlijezda) u kojem sazrijevaju limfociti poznati kao T-stanice.
Dok su u timusu, limfociti ne reagiraju na patogene ve¢ nakon $to sazriju ulaze u krv i odlaze
u druga limfna tkiva gdje sudjeluju u obrani od bolesti. Timozin je hormon kojeg proizvodi

timus, a koji potice sazrijevanje limfocita u drugim limfnim tkivima.®

Krajnici 1

adenoidi Limfii
¢vorovi
Limfne
zile
Timus

Limfni

¢vorovi

Peyerove
ploce
Crvuljak
Limfm
Kostana ¢vorovi
SIZ
H Limfne

zile

Slika 3. Organi imunologkog sustava ¢ovjeka kljuéni za odrzavanje zdravlja i patogeneze. °
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

1.2.2. Obrana tijela od bolesti

Imunoloski sustav je sustav organizma zaduzen za obranu od napada raznih stranih
mikroorganizama i kao takav pruza otpornost organizma na tri razli¢ita nacina. Stoga, razlikuju
se tri tipa imuniteta koje ¢ovjek moze razviti tijekom zivota: urodeni imunitet koji pruza brzi
odgovor na infekciju, prilagodljivi imunitet koji pruza spori odgovor na infekciju te pasivni
imunitet. Pasivni se imunitet dijeli na prirodni koji je nasljedan te umjetni koji se moze steci
primjerice cijepljenjem. U slucaju COVID-19, ukoliko osoba nije cijepljenja, tijelo se suocava

s virusom po prvi puta, imunoloski sustav nema spreman odgovor i dolazi do bolesti. °

1.2.3. Djelovanje COVID-19 na imunoloski sustav

Kako bi se obranio od virusa SARS-CoV-2, organizam se brani urodenim i prilagodljivim
imunitetom. Urodeni imunitet je nespecifi¢an te djeluje u roku od nekoliko minuta kako bi
uklonio strani mikroorganizam. Prilagodljivi imunitet traje danima/tjednima, ali je specifican i
dugotrajan te je osnova za cjepiva.

Urodeni imunitet zapocinje detekcijom stranog mikroorganizma, u ovom sluc¢aju SARS-CoV-
2 virusa ukoliko je osoba ve¢ bila izloZzena virusu. Na ovojnici virusa SARS-CoV-2 nalaze se
spike glikoproteini (S) koji imaju specifi¢an oblik. U naSem tijelu se nalaze inace takvi
glikoproteini, ali ne identi¢nog oblika zbog ¢ega ovaj virus predstavlja posebnu prijetnju jer se
ljudski organizmi nisu dosad susreli s takvim oblikom virusa te iz tog razloga nisu prilagodeni
na pravovremenu obranu.*

Klju¢nu ulogu u prilagodljivom imunitetu imaju B- i T-stanice. Kada virus ude u na$ organizam,
primjerice kapljicnim putem, spike glikoproteini na povrSini ovojnice zasluzni su za prolazak
virusa u stanice jer tvore interakcije sa stanicnom membranom. Primjerice, spike proteini koji
se nalaze na SARS-CoV-2 virusu vezu se na ACE2 (engl. Angiotensin-converting enzyme 2)
receptore koji se nalaze na nekim vrstama stanica (poput onih u srcu, plu¢ima, bubrezima itd.).
ACE?2 je zapravo enzim koji stvara male proteine rezanjem veceg proteina angiotensinogena, a
koji zatim reguliraju funkcije u stanici.® Zna¢i, jednom kad se ostvari interakcija po 4otive klju¢
| brava izmedu spike proteina | ACE2 na stani¢noj stijenci, omogucava se protok samog virusa
u stanicu. Jednom kada virus dospije u stanicu otpusta +SSRNA koju potom enzim RNA ovisna
RNA polimeraza replicira odnosno koristi ga kao lanac kalup I sintetizira novi lanac -ssRNA.
Na taj se nacin virus moze replicirati i mnoziti u stanicama te Siriti tijelom. Nakon infekcije

virusom, imunoloski sustav kreira odgovor i stvara antitijela. 458

Lucija Mari¢ Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 5

Kako se virus replicira i $iri U Stanicama epitela u organizmu, ta informacija dolazi do
dendriti¢nih stanica. Dendriti¢ne stanice tip su bijelih krvnih stanica koje prepoznaju razlicite
patogene odnosno strane mikroorganizme.”®

Jednom kada detektiraju patogene izlucuju citokine te migriraju u limfne ¢vorove gdje se nalaze
tzv. naivne T- i B-stanice koje interagiraju s njima. Ukoliko se receptori na T- i B-stanicama
podudaraju s antigenom na dendriti¢nim stanicama, one se aktiviraju te postaju tzv. efektorski
limfociti. Sazeto, naivni limfociti postaju efektorske stanice, napustaju limfni ¢vor te migriraju
na mjesto infekcije kako bi posredovale ubijanje zarazenih stanica i sprijecile Sirenje virusa

izlu¢ivanjem specifi¢nih antitijela.”® Slika 4. prikazuje ulogu T- i B-stanica u obrani organizma.

Predoc¢ne stanice stanice
djeluju:

Citotoksi¢ne T stanice prepoznaju zarazenu o — B stanice otpustaju
stanicu $to vodi do stani¢ne smrti neutralizirajuca antitijela
Citotoksi¢na T stanica

,/*\\\
R B stanica (’ )
A : \
: Yo

\
|

|
/

) 1. Imunoloski napad

2. Zarazene stanice su ubijene o : 2. Stanice nisu zaraZene virusom v

//./ == b
A
o

i A
. . . o'
Virusni all“geﬂ 1

3 @ \\'0

\

1. Virus se ne moze
vezati

= L ]
“')(‘ \0'-,//

®*

o~

Slika 4. Nakon $to dodu do tkiva u kojem je doslo do infekcije, T-stanice otkrivaju specifi¢ne
fragmente virusa na povrsini zarazenih stanica i uniStavaju ih. Antitijela koja lu¢e B-stanice

vezu se na povrsinu virusa i blokiraju ulazak u stanicu (neutralizirajuéa antitijela).®

T- i B-stanice imaju jako bitnu ulogu i nakon obrane organizma jer postaju memorijske stanice
1 pruzaju imunolosku obranu organizmu godinama. Kao Sto je prikazano na slici 5., T- i B-
stanice pruzaju ¢ak bolju zastitu nakon druge izloZenosti u usporedbi s time kad su se prvi put
susrele s tim virusom. Koliko ¢e dugo antitijela trajati ovisi o vrsti patogena, a za SARS-CoV-
2 traju od jedne do dvije godine. Prilikom druge izloZenosti virusu iz tog razloga simptomi ¢e
biti puno manji ili ih nece biti jer ¢e T-Stanice odmah potaknuti izlu€ivanje antitijela iz plazma

stanica.®

Lucija Mari¢ Zavr$ni rad
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Sekundarni imunoloski
odgovor

Prva Druga

Koncentracija | 1Zl0Zenost izlozenost

antitijela

Primarni imunoloski
odgovor

Vrijeme

Slika 5. T- i B-stanice postaju memorijske stanice te kad drugi put dodu u doticaj s istim
virusom, memorijske B-stanice proizvesti ¢e mnogo brze i vise antitijela. Memorijske T stanice

pruzaju brzu i robusnu zastitu.®

Za razliku od prilagodljivog imuniteta, urodeni imunitet pocinje s reakcijom kada receptori na
stanicama dodu u interakciju sa stijenkom virusa (najéesce se radi o specifi¢nim proteinima),
prepoznaju ga kao opasnost i pokreéu trenutno izlu¢ivanje citokina i interferona .” Citokini su
glikoproteini koji djeluju lokalno 1 posrednici su u medudjelovanju stanica. Jedan od glavnih
ucinka im je upravo diferencijacija limfocita T 1 B Sto je dio prilagodljivog imuniteta, drugog
koraka obrane organizma. Interferoni su skupina peptida s antivirusnim i imunoregulacijskim
djelovanjem. Nakon $to se izluce, citokini i interferoni vezu se na receptore lokalnih stanica
kako bi im signalizirali potrebnu obranu. Takoder, mogu inducirati i smrt zaraZenih stanica
kako bi se sprijecilo daljnje Sirenje te okupiti bijele krvne stanice i usmjeriti ih na borbu protiv
stranth mikroorganizama. No, virusi zaustavljaju izlucivanje i funkcioniranje citokina i
interferona te tu nastaje problem u obrani organizma. U tom slucaju organizam zapocinje drugi

korak obrane, a to je prilagodljiv imunitet.?

Lucija Mari¢ Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 7

§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Molnupiravir i paxlovid u lije¢enju COVID-19

2.1.1. Oralni lijekovi

Oralni lijekovi su vrsta lijekova koji se uzimaju oralno (kroz usta). Postoje u ¢vrstom obliku
poput tableta, kapsula, tableta za zvakanje i pastila, ili u teku¢em obliku poput kapi, sirupa ili
otopina. U vecini sluéajeva, sastojci oralnih lijekova ne ulaze u krvotok sve dok ne dospiju u
zeludac ili crijeva. Stoga, pri uzimanju lijekova iznimno je bitno konzultirati se s doktorom i
uzimati lijekove na ispravan nadin. 1° Neki lijekovi mogu iritirati Zzeludac stoga je bitno

uzimanje lijeka s hranom jer ¢e smanjiti taj u¢inak.

2.1.2. Molnupiravir

Molnupiravir je antivirusni lijek na trziStu poznat kao Lagevrio (slika 6). Zapravo, to je
predlijek N4-hidroksicitidina s§to znac¢i da se primjenjuje u nedjelotvornome obliku, a
metaboli¢kim procesima u tijelu pretvara se u kemijski spoj koji ostvaruje terapijski uc¢inak. Taj
se proces dogada u dva koraka. Prvo se hidrolizira esterska skupina molnupiravira i ostaje
primarna alkoholna skupina. Potom se meduprodukt unutarstani¢no fosforilira i nastaje aktivni
oblik NHC-TP iliti NHC trifosfat §to je prikazano na slici 7. Na trzistu se molnupiravir prodaje

u obliku krutih kapsula koje se unose oralno i apsorbiraju se u crijevima. 113

OH OH
/
e N

NH

LA

N/KO
o _— 0
0 o
o TautomerlzaCIJa o)
OH  OH OH

OH

Y

Slika 6. Molnupiravir u obliku N-hidroksilamina (lijevo) i oksima (desno). Postoji u oba

oblika zbog tautomerizacije (ravnotezni proces pretvorbe jednog oblika molekule u drugi).
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§ 2. Prikaz odabrane teme 8
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Slika 7. Pretvorba molnupiravira u N4-hidroksicitidin trifosfat (NHC trifosfat).

Bitno je naglasiti da antivirusne lijekove za akutne respiratorne infekcije je potrebno uzimati u
samim pocecima infekcije, znaci §to ranije. Uglavnom se rade o periodu tri dana nakon
infekcije, ali u nekim slu¢ajevima lijek moze biti uspjeSan 1 ako se uzme pet dana od pojave

simptoma.tt12

2.1.3. Mehanizam djelovanja molnupiravira

Molnupiravir djeluje tako $to inhibira replikaciju SARS-CoV-2 i ¢ini ga nezaraznim. Koristi se
kako bi se smanjili simptomi i moguce posljedice zaraze s COVID-19 u pacijenata koji su veé
zarazeni.

Aktivnost molnupiravira zapoc¢inje njegovim raspadom na NHC u organizmu (slika 8). NHC
potom cilja enzim RNA ovisnu RNA polimerazu (RdRP) koju SARS-CoV-2 koristi kako bi se
replicirao. Cijeli se mehanizam djelovanja temelji na strukturnoj sli¢énosti NHC i nukleotida (A,
U, C, G) koji tvore rastuéi RNA lanac. NHC unutarstani¢no se fosforilira u NHC trifosfat.'*
RdRP potom koristi NHC trifosfat kao supstrat kako bi stvorila novi RNA lanac ¢ime ¢ini
greske u geneti¢kom kodu SARS-CoV-2 i ¢ini virus disfunkcionalnim. ** Biokemijski testovi
pokazali su da RARP koristi NHC trifosfat kao supstrat umjesto citidin trifosfata ili uridin
trifosfata te pritom tvori stabilne parove baza s G ili A u RdRP aktivnhom centru time

objasnjavajuéi kako polimeraza izbjegava ispravak i sintetizira mutiranu RNA.*°

Lucija Mari¢ Zavr$ni rad
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Slika 8. Usporedba strukture molnupiravira (lijevo) i NHC (desno). Molnupiravir je predlijek
N4-hidroksicitidina tj. primjenjuje se u nedjelotvornome obliku, a metabolickim procesima u

tijelu pretvara se u NHC koji ostvaruje terapijski ucinak.

Promatraju¢i detaljnije strukturu aktivnhog mjesta u RdRP-u, uocena je jedna iznimka. Gvanin
tvori vodikove veze samo s NHC trifosfatom koji potjece od tautomera molnupiravira koji je u
formi amina, dok adenin tvori vodikove veze s NHC trifosfatom koji potjece od tautomera
molnupiravira koji je u formi imina. Navedena Cinjenica utvrdena je analizom rezultata
dobivenih krio-elektronskom mikroskopijom i prikazana je za ostvarene parove baza s NHC
trifosfatom na slici 9. Naime, ostvarivanje upravo ovih parova baza klju¢no je u djelovanju
molnupiravira jer zbog znatne stabilnosti parova baza izbjegnuto je uocavanje greske prilikom
egzonukleazne aktivnosti proofreading-a u aktivnom centru RdRP-a. Stovise, na slici 9.
prikazan je i ostvaren broj vodikovih veza. Pod a) se uocava ostvarivanje dvaju vodikovih veza
izmedu adenina i NHC trifosfata u $to je u skladu s oc¢ekivanim jer adenin inace tvori dvije
vodikove veze s timinom Cciji je analog u ovom slu¢aju NHC trifosfat. Pod b) se uocava
ostvarivanje triju vodikovih veza izmedu gvanina 1 NHC trifosfata Sto je takoder u skladu s

o¢ekivanim jer gvanin ostvaruje inace tri vodikove veze s citozinom ¢iji je analog u ovom

slu¢aju NHC trifosfat.®
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Produkt (-1)

a)

b)

Kalup (-1)
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H
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Slika 9. Ostvarivanje stabilnih parova baza adenina pod a) i gvanina pod b) s tautomerima

molnupiravira od kojih je jedan imin pod a), a drugi amin pod b). °

Glavni problem u mehanizmu poput ovog koji se temelji na sli€nosti nukleotida jest da zdrave

stanice takoder mogu integrirati NHC u RNA S§to moze dovesti do mutacija i u konacnici smrti

stanica.lb13

Na slici 10. Moze se uoditi istaknuta molekula NHC trifosfata te njezino vezanje u aktivnom

mjestu RARP-a zajedno s ruzi¢astim lancem koji predstavlja kalup RNA, a svijetlo zeleni lanac

predstavlja novosintetiziranu RNA. Struktura RARp-RNA kompleksa prikazana na slici 10.

dokazuje da NHC moze formirati stabilne bazne parove s G ili A u aktivnom centru RdRp-a,

objasnjavajuci da na taj nacin polimeraza izbjegava proofreading i sintetizira mutiranu RNA.

Slika 10. Virusni protein SARS-CoV-2 RdRP s NHC trifosfatom (istaknut crvenom linijom).*
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2.1.4. Paxlovid

Paxlovid je antivirusni lijek koji sprjecava rast i Sirenje virusa SARS-CoV-2. Koristi se za
lijeCenje rane infekcije COVID-19 i pomaZe u sprjeavanju tezih simptoma. Paxlovid je
kombinacija 2 lijeka nirmatrelvir i ritonavir (slika 11). Nirmatrelvir zaustavlja rast i Sirenje
virusa reverzibilnom inhibicijom proteaze SARS CoV-2 3CLP° (engl. SARS-CoV 3-
chymotrypsin-like proteases) koja ima vaznu ulogu u replikaciji virusa®®, a ritonavir inhibira
metabolizam nirmatrelvira u jetri tako da se koncentracija nirmatrelvira zadrzava visokom kako

bi na taj na¢in dulje obavljao svoju ulogu u borbi protiv virusa. 1/

a. b.

Slika 11. a. Nirmatrelvir’® i b. Ritonavir'® su u skupini lijekova koji inhibiraju proteaze.
Nirmatrelvir inhibira SARS CoV-2 3CLP™ dok je ritonavir jaki inhibitor citokroma P450-3A4

te se takoder koristi za jacanje djelovanja inhibitora HIV proteaza.

Tijekom lijeenja, pacijenti uzimaju tri tablete dva puta dnevno (ujutro i navecer) u periodu od
pet dana. Jutarnja i veCernja doza su jednake, jedna tableta ritonavira od 100mg te dvije tablete
nirmatrelvira od 150mg.?° Paxlovid se preporuéa osobama koje spadaju u riziénu skupinu te
koje imaju srednje do srednje teske simptome COVID-19. Kao i kod molnupiravira, lijecenje

je najbolje zapogeti u periodu od pet dana od pojave simptoma.?

2.1.5. Mehanizam djelovanja paxlovida

Paxlovid je antivirusna terapija koja sprjecava Sirenje virusa u organzimu inhibicijom klju¢nih
enzima. +ssRNA ¢ini glavninu virusa SARS-CoV-2 te sluzi i kao genomska i kao mRNA. U
stanicama se translatira i za to koristi materijale stanice domacina poput ribosoma, tRNA i niza

translacijskih faktora. Za virus je nuzna translacija mRNA kako bi proizveo proteine potrebne
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za njegovo funkcioniranje. Takoder, virus se u stanicama replicira i na taj nacin Siri u
organizmu.?! Translacijom genoma virusa SARS-CoV-2 nastaju dva velika poliproteina ppla i
pplab koje SARS CoV-2 3CLP™ cijepa na manje proteine te Cetiri strukturna proteina (spike
(S) i membranski (M) glikoproteini te ovojnicki (E) i nukleokapsidski (N)). Jedna proteaza je
SARS CoV-2 3CLP koju upravo nirmatrelvir inhibira, a smatra se najvaznijom proteazom za
taj virus zbog Gega se Cesto koristi i izraz SARS-CoV-2 MP™.2! Spomenuta proteaza cijepa
poliproteine na jedanaest razli¢itih mjesta u svrhu nastanka manjih nestrukturnih proteina
potrebnih za daljnje Sirenje virusa. Ti nestrukturni proteini imaju temeljnu ulogu u replikaciji i
transkripciji gdje ¢e inhibiranje proteaza blokirati oslobadanje tih nestrukturnih proteina i time
zaustaviti infektivnost SARS-CoV-2.22

SARS CoV-2 3CLP™ je cisteinska proteaza s tri domene, a sadrzi i kataliticku dijadu Cys145-
His4l izmedu domena | and Il (slika 12). Cys i His povezani su vodikovom vezom na
udaljenosti 3.6 A.??

Domena I

Aktivno mjesto

Domena III

Slika 12. Kristalna struktura SARS CoV-2 3CLP™ s prikazanim a) domenama i b) aktivnim
mjestom enzima. Aktivno mjesto nalazi se na dodiru domena I i Il. U aktivhom se mjestu nalazi
kataliti¢ka dijada.??

Promatraju¢i strukturu nirmatrelvira na slici 13. moze se objasniti njegova interakcija s

aktivnim mjestom SARS CoV-2 3CLP®°. Hidrofobni dio molekule omogucuje olak$anu
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permeabilnost stanice i sudjeluje u hidrofobnim interakcijama. Dio u kojemu se nalazi alkilna
skupina omogucuje vezanje u S2 podjedinicu takoder hidrofobnim interakcijama dok dio koji
je strukturno slican glutaminu (laktam, ciklicki amid) omogucuje vezanje u S1 podjedinicu
vodikovim vezama (slika 14). Elektrofilni dio reagira s cisteinskim ostatkom i time deaktivira
enzim jer nastaje S-C kovalentna veza izmedu C atoma nitrilne skupine i S atoma cisteinskog
aminokiselinskog ostatka aktivnog mjesta.?®2® Takoder, prisutno je mnostvo ostalih vodikovih

veza i hidrofobnih interakcija $to dodatno jaca vezanje nirmatrelvira u aktivno mjesto SARS

CoV-2 3C|Pro, 2612721,26
Dio strukturno

-

O
:\// N> Elektrofilni dio
—
HN
Hidrofobni dio koji je ujedno F @) =0

donor vodikove veze

Ty

Alkilna skupina

Slika 13. Struktura nirmatrelavira uz naznacene dijelove koji doprinose vezanju u aktivno

mjesto SARS CoV-2 3CLP™,

Domena II . . . .
Ala2ss Pukotina u koju se smjesta i veze
supstrat

Domena 111

C-kraj

Slika 14. Kristalna struktura SARS CoV-2 3CLP™ uz prikaz aktivhog mjesta s naznacenim

podjedinicama koja vezu aminokiselinske nastavke polipeptida.?®2’ 2
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Mehanizam sprjecavanja Sirenja virusa ukljucuje i ritonavir koji inhibira citokrom P450-3A4
(CYP3A4 engl. Cytochrome P450 3A4), enzim koji metabolizira nekoliko tipova lijekova i
uglavnom se nalazi u jetri i crijevima. (slika 15).

Mehanizam ritonavira se temelji na inhibiranju CYP3A4 ¢ime se metabolizam nirmatrelvira u
jetri usporava, zbog ¢ega je koncentracija nirmatrelvira visoka jer se ne metabolizira. Ritonavir
se ireverzibilno veze u aktivno mjesto CYP3A4 na ion Zeljeza preko atoma dusika iz tiazolnog
prstena® (slika 11.b.) i tako zauzima aktivno mjesto i onemoguéava vezanja drugih supstrata
poput nirmatrelvira koji bi se potom mogli metabolizirati. Na taj je nacin u¢inak nirmatrelvira
duzi u borbi protiv virusa i eliminira se sporije. CYP3A4 glavni je ljudski enzim Kkoji

metabolizira lijekove.??’

Slika 15. Kristalna struktura ljudskog citokroma P4503A4, najvaznijeg ljudskog enzima za
metaboliziranje lijekova s inhibitorom ritonavirom u aktivnom mjestu.3! U sredistu enzima

nalazi se aktivno mjesto u kojemu je vezan ritonavir.
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2.2. Primjena molnupiravira i paxlovida u lijecenju

Molnupiravir i paxlovid aktivno se koriste u lijeCenju COVID-19 prije svega kod ljudi koji
spadaju u rizi¢nu skupinu i koji imaju srednje do srednje teske simptome.t?!

Prednost oralnih lijekova za lijecenje COVID-19 poput molnupiravira i paxlovida jest §to su
dostupni u formi tableta te se mogu uzimati kod kuce, nije potreban odlazak u bolnicu uz
intravenozne terapije kao za neke metode lije¢enja COVID-19.%2 Jako je bitno zapoéeti terapiju
ovim antivirusnim lijekovima u roku od pet dana od pojave simptoma. Oba lijeka dobro su
rjeSenje za rano lijecenje COVID-19 kao oralni lijekovi u svrhu smanjenja ozbiljnih posljedica

hospitalizacije i smrti. 27

Paxlovid je pokazao veée smanjenje rizika od hospitalizacije i smrti u usporedbi s placebom
nego molnupiravir u usporedbi s placebom. Paxlovid je imao 89% smanjenje rizika od
hospitalizacije 1 smrti u ispitivanju koje je poduprijela EUA (engl. Emergency Use
Authorization), a zbog visokog postotka Nacionalni institut za zdravlje (NI ) mu je dao prednost
u odnosu na druge tretmane za COVID-19. Stovise, jeftiniji je od mnogih drugih lijekova. S
druge strane, molnupiravir ima samo 30% smanjenje rizika od hospitalizacije i smrti od
COVID-19 prema izvoru. %

Prilikom klini¢kih ispitivanja, doslo je do pojave "povratka” simptoma COVID-19 kod nekih
ljudi unutar 2 do 8 dana nakon zavrSetka petodnevne terapije paxlovidom. Neki su ponovno bili

pozitivni, ali asimptomati¢ni dok su se drugima simptomi ponovno pojavili. 32
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2.3. Zakljuéak

SARS-CoV-2 virus je koji je predstavio globalan problem u 21. stoljecu te uzrokovao
pandemiju nezapamcenih razmjera. Bolest koju uzrokuje je COVID-19 koja ima spektar
razlicitih oblika, od blagih do teskih. Naj¢es¢i simptomi koji su indikator oboljenja su kasalj,
povisena tjelesna temperatura, bolovi u misi¢ima i zglobovima te slabost i gubitak osjeta mirisa
1 okusa. S druge strane, zabiljeZen je velik broj asimptomatskih slucajeva. Nacin Sirenja virusa
je s osobe na osobu i uglavnom se prenosi kaplji¢nim putem pri kihanju i kasljanju, kao i
indirektno putem kontaminiranih ruku izlu¢evinama oboljele osobe s obzirom da virus moze

prezivjeti nekoliko sati na povrSinama.

Temeljna uloga imunoloskog sustava covjeka jest zadrzavanje zdravlja i mehanizma razvoja
bolesti iliti patogeneze. Razlikuju se tri tipa imuniteta koje covjek moze razviti tijekom Zivota:
urodeni imunitet, prilagodljivi imunitet te pasivni imunitet. Kako bi se obranio od virusa
SARS-CoV-2, organizam se brani prvo urodenim, a ukoliko je potrebno i prilagodljivim
imunitetom. Urodeni imunitet prvi je korak obrane organizma i poc¢inje aktiviranjem senzora
koji detektiraju strane mikroorganizme metodom tzv. prepoznavanja uzorka. Potom pokrecu
trenutni odgovor lu¢enjem citokina i interferona. Nakon $to se izluée, citokini i interferoni vezu
se na receptore lokalnih stanica kako bi im signalizirali potrebnu obranu. Takoder, mogu
inducirati 1 smrt zaraZenih stanica kako bi se sprijecilo daljnje Sirenje te okupiti bijele krvne
stanice 1 usmjeriti ih na borbu protiv stranih mikroorganizama. Klju¢nu ulogu u prilagodljivom
imunitetu imaju B i T-stanice. Nakon $to dodu do tkiva u kojem je doslo do infekcije, T-stanice
otkrivaju specificne fragmente virusa na povrSini zarazenih stanica i uniStavaju ih. Antitijela
koja luce B-stanice vezu se na povrSinu virusa i blokiraju ulazak u stanicu (neutralizirajuca
antitijela). T i B-stanice postaju memorijske stanice te kad drugi put naide na isti virus,

memorijske B-stanice proizvesti ¢e mnogo brze i vise antitijela.

Oralni lijekovi su vrsta lijekova koji se uzimaju oralno (kroz usta). Postoje u ¢vrstom obliku ili
kao tekuc¢ine. Bitno je naglasiti da antivirusne lijekove za akutne respiratorne infekcije je
potrebno uzimati u samim poc¢ecima infekcije, do pet dana od pojave simptoma. Molnupiravir
I paxlovid su promatrani u ovom radu. Molnupiravir djeluje tako $to inhibira replikaciju SARS-
CoV-2. NHC nastaje iz molnupiravira u organizmu te potom cilja enzim RNA ovisnu RNA
polimerazu (RARP) koju SARS-CoV-2 koristi kako bi se replicirao. RORP potom koristi NHC
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kako bi stvorila novi RNA lanac ¢ime ¢ini greske u genetickom kodu SARS-CoV-2 i ¢ini virus
disfunkcionalnim. Paxlovid je kombinacija 2 lijeka nirmatrelvir i ritonavir te oba funkcioniraju
kao inhibitori proteaza: nirmatrelvir inhibira SARS CoV-2 3CLpro dok je ritonavir jaki
inhibitor citokroma P450-3A4 te se takoder koristi za jacanje djelovanja inhibitora HIV
proteaza. Molnupiravir i paxlovid aktivno se koriste u lijeCenju COVID-19 prije svega kod ljudi
koji spadaju u rizi¢nu skupinu i koji imaju srednje do srednje teske simptome. Paxlovid ima

zamjetniju uspjesnost u primjeni.
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