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1. UVOD

COVID-19 (engl. Coronavirus Disease of 2019) je akutna bolest respiratornog sustava ciji
je uzrocnik koronavirus SARS-CoV-2. Pojava ove bolesti dogodila se u prosincu 2019. godine
u gradu Wuhan unutar kineske provincije Hubei, kada se javlja veliki broj slucajeva upale
plu¢a uzrokovanih novootkrivenim sojem koronavirusa. Svjetska zdravstvena organizacija
(engl. World Health Organization, WHO) 30. sijeCnja 2020. godine sluzbeno proglasava
epidemiju COVID-19 izvanrednom situacijom javnog zdravstva od medunarodne vaznosti.!
Bolest se iznimnom brzinom prosirila svijetom i do 1. srpnja 2020. godine zahvaceno je 216
drzava, s preko 10 milijuna oboljelih osoba i pola milijuna smrtnih slucajeva.? Republika
Hrvatska do 1. srpnja 2020. godine biljezi 2.725 oboljelih osoba i 107 smrtnih slucajeva.?
Drzave pokuSavaju usporiti Sirenje virusa lijeCenjem postojecih pacijenata te provedbom
odredenih mjera zastite kao Sto su testiranja potencijalno oboljelih osoba i pracenje njihovih
kontakata, samoizolacija, zabrana okupljanja veceg broja ljudi, ograni¢avanje medunarodnog

prometa te privremeno zatvaranje granica.

Izvor SARS-CoV-2 nije utvrden sa sigurnos¢u. Nekolicina pacijenata iz Wuhana
epidemioloski je povezana sa trznicom morske hrane Huanan. Medutim, za sada ne postoje
vazeci dokazi da je trznica Huanan izvor infekcije jer dio pacijenata negira boravak u prostoru
spomenute trznice. Sumnja se da SARS-CoV-2 potjece iz Zivotinjskih izvora i da se prenosi
direktnim kontaktom s prijelaznim domacinima virusa ili konzumacijom divljih Zivotinja.! Prema
nekim epidemioloskim istraZivanjima, SiSmiS kao prirodni izvor razliCitih vrsta koronavirusa,
ukljucujuéi viruse koji uzrokuju teski akutni respiratorni sindrom (SARS) i bliskoistocni

respiratorni sindrom (MERS), mogudi je izvor SARS-CoV-2.*

Iako se intenzivno radi na pronalasku i pripremi cjepiva, joS nije potvrdena njegova
djelotvornost. Zbog nedostatka cjepiva, od iznimne je vaznosti procjena potencijalnog
preventivnog i terapijskog djelovanja vec postojecih lijekova. Medu njima se istrazuju i klorokin
i njegov derivat hidroksiklorokin, a koji se primarno koriste za sprjeCavanje i lije¢enje malarije.
Odredena istrazivanja ukazuju na potencijalnu ucinkovitost i sigurnost koristenja ovih lijekova
prilikom lije¢enja COVIDA-19.>

U ovom zavrsnom radu opisat Ce se podrijetlo i molekulska struktura SARS-CoV-2 te moguci
mehanizmi djelovanja i utjecaj antimalarika klorokina i njegovog derivata hidroksiklorokina na

lijeCenje COVIDA-19 s obzirom na svojstva virusa.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Svojstva SARS-CoV-2

Ubrzo nakon pojave SARS-CoV-2, kineski znanstvenici uspijevaju izolirati virus iz oboljele
osobe te 7. sije¢nja 2020. godine sekvenciranjem utvrduju redoslijed nukleotida u virusnoj
RNA.® Otkriveno je da SARS-CoV-2 pripada skupini B-koronavirusa. To su jednolancani,
pozitivno usmjereni RNA-virusi s ovojnicom, a pripadaju potporodici Orthocoronavirinae.”
Koronavirusi su podijeljeni u Cetiri roda koji ukljucuju a-, B-, y- i d-koronaviruse. a- i B-
koronavirusi mogu zaraziti sisavce, dok y- i d-koronavirusi inficiraju ptice. Do sada je otkriveno
ukupno Sest koronavirusa koji mogu zaraziti ljude, a medu njima su nisko patogeni
a-koronavirusi HCoV-229E i HCoV-NL63 te HCoV-HKU1 i HCoV-OC43 koji pripadaju
B-koronavirusima. Oni uzrokuju blage simptome akutne respiratorne infekcije kao Sto su

hunjavica, kihanje, osjecaj zaCepljenosti nosa i usiju, suhoca, stezanje i lagana bol u Zdrijelu.

Nadalje, postoje dva B-koronavirusa koja uzrokuju ozbiljne i potencijalno smrtonosne
infekcije respiratornog sustava — SARS-CoV i MERS-CoV.®8 SARS koronavirus uzrokuje teski
akutni respiratorni sindrom. Epidemija SARS-a trajala je od 2002.-2003. godine, a zahvatila je
29 drzava ukljuCuju¢i preko 8.000 zaraZzenih osoba i 774 smrtna slucaja.’
MERS-CoV uzrokuje bliskoistocni respiratorni sindrom. Do sijecnja 2020. godine prijavljeno je
oko 2.500 slucajeva zaraze, a smrtnost iznosi oko 35%. Veée epidemije MERS-a dogodile su

se u Juznoj Koreji 2015. godine te u Saudijskoj Arabiji 2018. godine.!°
2.1.1. Struktura genoma i molekule SARS-CoV-2

Istrazivanja u podrucju genetike virusa ukazuju na 79,5%-tno podudaranje sekvence
genoma SARS-CoV-2 i SARS-CoV te 96,2%-tno podudaranje sa genomom koronavirusa
RaTG13 izoliranog iz SiSmisa.!' U usporedbi s genomima SARS-CoV i MERS-CoV, novootkriveni
SARS-CoV-2 ima najslicniju sekvencu gena u odnosu na koronavirus izoliran iz SiSmisa.
Filogenetska slicnost te slicnost genoma SARS-CoV-2 i SARS-CoV vidljiva je kod gena koji
kodiraju za mjesto vezanja receptora S-proteina (engl. receptor-binding domain, RBD),
medutim ostatak genoma S-glikoproteina SARS-CoV-2 znatno je razli¢it od onoga kod drugih

vrsta koronavirusa.!?

Genom koronavirusa sadrzi promijenjiv broj otvorenih okvira Citanja (ORF, engl. Open
Reading Frame). Oko 70% virusne RNA koja se vecinski nalazi u prvom otvorenom okviru
Citanja ORF 1a/b (slika 1) kodira dva poliproteina ppla i pplab te 16 nestrukturnih proteina,
dok ostatak ORF-a kodira pomocne i strukturne proteine.!® Preostali dio genoma koronavirusa



kodira nekoliko pomoénih proteina koji ometaju nespecificnu (urodenu) imunolosku reakciju
domac¢ina i  pet strukturnih  proteina  ukljucujuéi  glikoproteinski  Siljak
(S-glikoprotein), protein hemaglutinin-esterazu (HE-protein), protein virusne ovojnice
(E-protein), protein membrane (M-protein) i protein nukleokapside (N-protein).

SARS-CoV-2 7b ‘ 9b
sUTR—  ORFla [ ORF1b || s 1 Y l [ e[ N }sum
D
samscov I3b 7b 9 |
SUTR—  ORFla | ORF1b || s | M [][s0 [ TN T-3um
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Slika 1. Organizacija genoma B-koronavirusa. Genom B-koronavirusa SARS-CoV-2, SARS-CoV
i MERS-CoV sastoji se od 5'-kraja RNA molekule (5'-UTR) i 3'-kraja RNA molekule (3'-UTR),
otvorenog okvira citanja 1a/b (zeleno) koji kodira nestrukturne proteine, strukturnih proteina
ukljucujuéi glikoproteinski siljak na virusnoj ovojnici (plavo S), ovojnice (smede),

(ruzi¢asto), proteina nukleokapside (plavo N) i pomocnih proteina (sivo) kao Sto su ORF 3, 6,
7a, 7b, 8 i 9b u genomu SARS-CoV-2. Crveno podcrtani otvoreni okviri Citanja su pomocni

proteini koji ¢ine glavnu razliku genoma SARS-CoV-2 i SARS-CoV.1®

Protein virusne ovojnice (E-protein) mali je integralni membranski protein koji je ukljucen
u pojedine dijelove Zivotnog ciklusa koronavirusa kao sto je formiranje ovojnice, patogeneza,
prodiranje virusa kroz stanicnu membranu i izlazak iz inficirane stanice. M-protein ¢ini dio
virusne ovojnice zajedno sa S-proteinima i E-proteinima, a glavna uloga mu je morfogeneza
virusa pomocu interakcija sa drugim virusnim proteinima.'® M-protein ima dominantnu
imunogenost, odnosno sposobnost pobudivanja imunoloskog odgovora te bi iz tog razloga
mogao koristiti prilikom razvoja cjepiva protiv COVIDA-19. Primarna funkcija proteina
nukleokapside je sastavljanje viriona [potpuno infektivne virusne Cestice s DNA ili RNA u jezgri
i proteinskim omotacem (kapsidom), kakva se nalazi izvan stanice domadina] koji se naziva i
virusnom cesticom!’, odnosno stvaranje nukleokapside koja ima kljuénu ulogu prilikom
replikacije virusa. Takoder, N-protein u molekuli SARS-CoV-2 utjeCe na imunosni odziv stanice
te moze imati regulatornu ulogu tijekom Zivotnog ciklusa koronavirusa.!®
S-glikoproteini nalaze se na lipidnoj ovojnici virusa, kao i HE-proteini, te zbog njih virus oblikom

nalikuje na krunu. S-glikoproteini predstavljaju vaznu ulogu prilikom pronalazenja i razvoja



lijekova protiv COVIDA-19 jer ulazak koronavirusa u stanicu ovisi upravo o njihovom
povezivanju sa receptorima na povrsSini stanice, dok HE-proteini nisu toliko znacajni za

virulentnost.

_ S-glikoprotein

- hemaglutinin-
esteraza

- M-protein

- ovojnica i E-protein

(+)ssRNA i
N-protein

Slika 2. Struktura SARS-CoV-2.%°
2.1.2. Replikacija koronavirusa

Replikacija (umnozavanje) virusa je enzimski proces prepisivanja virusnog genoma kojeg
¢ini jedna od nukleinskih kiselina — DNA ili RNA. UmnoZavanje virusa razlikuje se od
razmnozavanja ostalih mikroorganizama jer se odvija iskljucivo u Zivoj stanici. Razumijevanje
procesa replikacije odredenog virusa od iznimne je vaznosti za razvoj antivirusnih lijekova i
cjepiva. Cijeli proces replikacije koronavirusa odvija se u citoplazmi. Za vrijeme umnoZavanja
na povrsini i u unutrasnjosti inficirane stanice nastaju odredene promjene, a sam ciklus
zapocinje vezanjem virusa na stanicu domacina. Postoje dvije mogucnosti ulaska koronavirusa
u stanicu — fuzija virusne i plazmatske membrane ili endocitoza posredovana klatrinom,
proteinom koji ima centralnu ulogu u formiranju vezikula. U oba slucaja, ulazak virusa u
stanicu ukljuCuje receptore koji se nalaze na povrsini membrane.? IstraZivanja su utvrdila da
SARS-CoV-2 jednako kao i SARS-CoV za ulazak u stanicu koristi angiotenzin-konvertirajuci
enzim 2 (ACE 2) koji se pretezno nalazi u plu¢nim kapilarama.!! Prilikom ulaska koronavirusa
u stanicu putem endocitoze posredovane klatrinom, na ACE 2 receptor veze se S-glikoprotein.
Strukturna analiza potvrduje da je afinitet vezanja SARS-CoV-2 S-glikoproteina za ACE 2
receptor 10-20 puta veci nego u slucaju vezanja SARS-CoV S-glikoproteina,?! Sto vjerojatno

pridonosi vecoj transmisiji SARS-CoV-2 u odnosu na SARS-CoV.

S-glikoprotein je transmembranski glikoprotein tipa I Ciji je karboksilni kraj usmjeren prema
citosolu. Sastoji se od dvije podjedinice — S1 i S2. S1 podjedinica u svoje mjesto za vezanje
receptora (RBD) veZe stanicni receptor ACE 2 ¢ime dolazi do promjene konformacije S2

podjedinice koja posljedicno omogucava stapanje stanicne membrane i virusne ovojnice.?



Ovaj proces predstavlja kriti¢nu tocku ulaska virusa u stanicu domacina jer prodiranje virusa
u konacnici rezultira razgradnjom kapside i otpustanjem virusne RNA u citoplazmu stanice.
Prilikom ulaska virusa u stanicu putem stapanja virusne i plazmatske membrane, klju¢nu ulogu
imaju proteoliticki enzimi domacina. U slucaju SARS-CoV-2, transmembranska serin-proteaza
2 (TMPRSS2, engl. Transmembrane Protease Serine 2) veze S-glikoprotein na mjestu cijepanja
$1/S2 i time aktivira S-glikoprotein koji tako omogucéava ulazak SARS-CoV-2 u stanicu pomocu
fuzije.?>?* Recentno istrazivanje potvrduje da su Vero E6 stanice s izrazenim TMPRSS2 izrazito
podlozne infekciji SARS-CoV-2, Sto ujedno ukazuje na vaznost tih proteaza tijekom replikacije
virusa? (slika 3).

SARS-CoV-2 Ulazak pomo¢u fuzije virusne

< i plazmatske membrane
Vezanje na ACE2

receptor

ACE2 TMPRSS2

H* (pH)
7.4

Citoplazma @

Endocitoza
posredovana
klatrinom

N-protein @

S-glikoprotein Y

M-protein '

O

4.5

Slika 3. Ulazak koronavirusa u stanicu fuzijom (B) i endocitozom (A).*?

Nakon ulaska u stanicu dolazi do razgradnje kapside virusne Cestice te slijede procesi
transkripcije i translacije. Prvi ORF kodira otprilike 67% genoma i podijeljen je na ORF 1ai 1b
(slika 1). ORF1a i ORF1b kodiraju za proteine ppla i pplab. Obrada ovih poliproteina rezultira
sintezom razlicitih nestrukturnih proteina, ukljucuju¢i RNA-ovisnu RNA-polimerazu i helikazu
koje prepoznaju i sintetiziraju iskljuCivo viralne RNA molekule.? RNA-polimeraza koristi
jednolancanu pozitivnu RNA (engl. positive stranded (+)RNA) kao kalup za sintezu
(-)RNA lanca. Transkripcijom (-)RNA lanca nastaje novi (+)RNA lanac te subgenomski mRNA
fragmenti koji kodiraju strukturne i pomocne proteine virusa.?° Posredstvom endoplazmatskog

retikuluma i Golgijevog tijela novonastala virusna RNA molekula zajedno sa proteinima
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nukleokapside, proteinima membrane i proteinima ovojnice tvori vezikule koje u konacnici

izlaze iz inficirane stanice (slika 4).
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Slika 4. Proces umnozavanja (replikacije) virusa.'”
2.1.3. Imunoloska reakcija organizma na COVID-19

COVID-19 na covjeka se prenosi kapljicnim putem, izravnim kontaktom sa zarazenom
osobom te dodirom predmeta i povrsina izloZenih virusu.?® Klinicki simptomi oboljelih osoba
ukljucuju povisenu tjelesnu temperaturu, suhi kasalj i umor, dok mali broj bolesnika ima i
simptome gastrointestinalne infekcije kao Sto su mucnina, povracanje i abdominalni bolovi.?
Osobe starije Zivotne dobi i kronicni bolesnici podlozniji su tezim oblicima bolesti koja

prvenstveno napada i unistava pluca te uzrokuje zatajenje drugih organa.

Glavne znacajke uspjeSnog patogena su moguénost prezivljavanja unutar domacina i
sposobnost izazivanja bolesti organizma. Reakcija imunoloskog sustava je klju¢na za kontrolu
i zastitu organizma od infekcije koronavirusom, a istrazivanja su pokazala da imunoloska
reakcija organizma na SARS-CoV-2 ukljucuje i nespecificni (urodeni) i specificni (steceni)

obrambeni mehanizam.?’

Ciljevi urodenog i ste¢enog imunoloskog odgovora na viruse jesu sprjecavanje zaraze i

uklanjanje zarazene stanice. Urodena imunost predstavlja prvu liniju obrane organizma i od



rodenja osigurava vrlo dobru zastitu protiv vecine mikroorganizama. Glavni mehanizam
urodene imunosti protiv virusa Cine interferoni tipa I koji sprjeCavaju zarazu i ubijanje
zarazenih stanica, pomocéu NK-stanica — velikih granuliranih limfocita koji funkcionalno
pripadaju sustavu urodene imunosti. NK-stanice karakterizira snazna citotoksi¢na aktivnost i
znacajna proizvodnja upalnih citokina.?”” SARS-CoV i MERS-CoV ometaju signalne puteve koji
poti€u proizvodnju interferona pa time potiskuju reakciju interferona tipa I. S obzirom na
djelomi¢no podudaranje sekvence genoma, pretpostavlija se da SARS-CoV-2 upotrebljava
slicne metode za modulaciju imunoloske reakcije domacdina kao i spomenute vrste
koronavirusa.?® U plu¢ima nalazimo dvije fagocitne populacije stanica - alveolarne makrofage
i dendriticke stanice (DC) - koje ujedno prezentiraju antigen. Nakon infekcije i aktivacije
koronavirusom, alveolarni makrofagi proizvode znacajnu koli¢inu proupalnih citokina kao Sto
su IL-6 i TNF-a.282° Tako imaju vaznu ulogu u nespecificnim mehanizmima obrane od virusa,
snazna regrutacija alveolarnih makrofaga u pluc¢ima i proizvodnja velike koli¢ine proupalnih
citokina moze izazvati pojaCani imunosni odgovor te posljedicno povecanje smrtnosti.
Dendriticke stanice (DC) imaju kljucnu ulogu u premoscivanju prirodene i steCene imunosti
nakon infekcije virusima. Dendriticke stanice su vjerojatno primarno odgovorne za predocenje

antigena koronavirusa i posljedi¢nu indukciju stani¢nog odgovora.

Stecena imunost na virusne zaraze ukljuCuje protutijela koja blokiraju vezanje i ulazak
virusa u stanicu domacina te citotoksic¢ne limfocite T (CTL) koji uklanjaju infekciju ubijanjem
zarazenih stanica. Vecina citotoksi¢nih limfocita T specifi¢nih za viruse jesu CD8+ ili CD4+ T-
stanice koje prepoznaju citoplazmatske virusne peptide. One se tijekom zaraze jako
umnozavaju i uglavnom su specificne za nekoliko virusnih peptida. Osim ubijanja inficiranih
stanica, protuvirusni ucinak citotoksicnih limfocita T ¢ine i mehanizmi koji ukljucuju aktivaciju
nukleaza koje razgraduju virusni genom te sekreciju citokina koji aktiviraju fagocite i imaju
odredeni protuvirusni u¢inak. Glavne kategorije citokina su interferoni (IFN—a, IFN-B, IFN-y),
faktori tumorske nekroze (TNF—a, TNF—B), interleukini, kemokini, transformirajuéi faktor rasta
(TGF) i faktori stimulacije hematopoetskih kolonija (CSF) (slika 5).

Kod pojedinih pacijenata oboljelih od COVIDA-19, uocena je povecana koncentracija
odredenih citokina i kemokina ukljucujuéi IFN-y, TNF-q, IL-1, IL-2, IL4, IL-7, IL-10, IL-12, IL-
13 i IL-17.2%3% U skladu s time, istraZivanja provedena na pacijentima preminulima od COVIDA-
19 pokazala su da je SARS-CoV-2 izazvao upalnu reakciju donjih disnih putova Sto je dovelo
do ostecenja pluca.! Pokazalo se da virus najprije napada sluznicu respiratornog sustava, a

zatim i ostale stanice. Takoder, izgledno je da tezi oblici infekcije mogu biti posljedica



pretieranog umnozavanja citokina uzrokovanog pokretanjem niza reakcija imunoloskog

sustava.
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Slika 5. Moguca reakcija imunoloskog sustava domacina na infekciju SARS-CoV-2.28
2.1.4. Metode lijecenja COVIDA-19 antivirusnim agensima

S obzirom na nedostatak ucinkovitin terapija protiv infekcije COVID-19, lijecenje je
uglavnom temeljeno na respiratornoj potpori i dijagnostickim metodama razvijenima tijekom
suzbijanja epidemija izazvanih SARS-CoV i MERS-CoV.!

Antivirusni lijekovi [Rapivab (peramivir), Relenza (zanamivir), Tamiflu (oseltamivir) i Xofluza
(baloxavir marboxil)] koji se primijenjuju za lijeenje gripe! te kortikosteroidi ne mogu se
koristiti pri lijeCenju bolesti izazvane SARS-CoV-2. Znanstvenici nastoje pronadi lijekove koji
omogucuju sigurno lijeCenje komplikacija i posljedica pandemije COVID-19, a dosadasnja
istrazivanja utvrdila su potencijalnu djelotvornost pojedinih terapeutika na odredene skupine
oboljelih. Provode se klinicka testiranja na nekoliko postojecih protuvirusnih lijekova koji se
koriste za lijeCenje SARS-a, MERS-a, AIDS-a i malarije.3? Izdvojeni antivirusni lijekovi na kojima
se provode klinicka istrazivanja su lopinavir, ritonavir, remdesivir, tocilizumab te klorokin i
njegov derivat hidroksiklorokin.3* Nacionalna zdravstvena komisija Narodne Republike Kine u
objavljenim Smjernicama za prevenciju, kontrolu i lije¢enje pneumonije uzrokovane SARS-

CoV-2 navodi klorokin, ribavirin, lopinavir, ritonavir, IFN i arbidol kao antivirusne lijekove za



lijeCenje COVIDA-19.3* Niti jedan navedeni oblik terapije nije dokazano ucinkovit. Medutim,
indicirana je mogucnost primjene jednog od antivirusnih lijekova u lijeCenju COVIDA-19 na
temelju dosadasnjih istrazivackih saznanja i objavljenih rezultata.

Pri odabiru najbolje terapije za pojedinu skupinu bolesnika nuzno je uzeti u obzir moguce
nuspojave navedenih lijekova i interakcije koje oni mogu imati s drugim primijenjenim
lijekovima, kao i potrebu korekcije doze lijeka ovisno o zatajenju pojedinih organa i organskih

sustava.
2.2. Klorokin

Kinin, organska molekula koja sadrzi kinolinsku podjedinicu, najvazniji je alkaloid izoliran iz
juznoamerickih biljaka iz roda Ginchona, porodice Rubiaceae. Najvise kinina sadrzi kora
kininovca Cinchona officinalis L. (oko 8%) iz koje se izolira ekstrakcijom u obliku bijelog,
granuliranog ili mikrokristalini¢nog praska, vrlo gorkog okusa.* U danasnje vrijeme, kinin se
koristi kao antimalarik, antipiretik, amarum, uterotonik i abortiv. Osim kurativno, kinin se za
lijeCenje malarije upotrebljava i preventivno — prije, za vrijeme i nekoliko tjedana nakon

boravka u podrucjima u kojima malarija nije iskorijenjena.

S obzirom na njegovu ograni¢enu dostupnost, kemijska industrija ulagala je veliki trud za
razvoj novih lijekova sa antimalarijskim djelovanjem slicnih kininu, pa je tako njemacki
znanstvenik Hans Andersag 1934.3, radeci za njemacku kemijsku i farmaceutsku tvrtku Bayer

AG, prvi sintetizirao klorokin, organsku molekulu iz skupine 4-supstituiranih kinolina.
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Slika 6. Strukturne formule kinina (a) i klorokina (b).%”
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2.2.1. Sinteza klorokina



Klorokin nastaje reakcijom 4,7-diklorkinolina i N, A~dietilpentan-1,4-diamina pri 180 °C

(shema 1).
I|Et
t /K/\/N
cl )\/\/,{, HN “Et
H,N “Et
N, M-dietilpentan-1,4-diamin | I
d N cl N
4,7-diklorokinolin klorokin

Shema 1. Sinteza klorokina reakcijom 4,7-diklorkinolina i A, M-dietilpentan-1,4-diamina.3®

Kako bi se provela navedena reakcija, potrebno je sintetizirati reaktante. 4,7-diklorkinolin
dobiva se iz 3-kloranilina na nekoliko nacina. Jedan od pristupa u njegovoj sintezi ukljucuje
reakciju 3-kloranilina s dietil-2-(etoksimetilen)malonatom, ¢ime se dobiva dietil-2-(((3-
klorfenil) amino)metilen)malonat. Nakon toga, provodi se heterociklizacija pri visokim
temperaturama pri ¢emu nastaje etil-7-klor-4-hidroksikinolin-3-karboksilat. Hidrolizom uz
prisutnost natrijeva hidroksida nastaje 7-klor-4-hidroksikinolin-3-karboksilna kiselina koja
dekarboksilacijom pri 250-270 °C prelazi u 7-klorkinolin-4-ol. U konacnici, 4,7-diklorkinolin

dobivamo tretiranjem 7-klorkinolin-4-ola sa POCI; (shema 2).

0 o OFt
—_—
EtO OFEt c N X 0
cl NH,
3-kloranilin
EtO 0

EtO

dietil 2-(etoksimetilen)malonat dietil 2-(((3-klorfenil)amino)metilen)malonat

OH OH
COOEt COOH
/ij/ - \
- —_— -
/
cl N Cl N/

etil 7-klor-4-hidroksikinolin-3-karboksilat 7-klor-4-hidrokskinolin-3-karboksilna kiselina
OH Cl
m = @
—_— _—
/
cl N/ cl N
7-klorkinolin-4-ol 4,7-diklorkinolin

Shema 2. Priprava 4,7-diklorkinolina iz 3-kloranilina i dietil-2-(etoksimetilen)malonata.
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Drugi nacin sinteze 4,7-diklorkinolina je iz 3-kloranilina i etil-3-oksopropanoata (shema 3).
Prvi dobiveni meduprodukt je etil(2)-3-((3-klorfenil)amino)akrilat koji pod utjecajem visokih
temperatura ciklizira u 7-klorkinolin-4-ol koji u prisutnosti POCIs prelazi u 4,7-diklorkinolin.

EtO)J\/U\H
3 " Eo” Yo

2

3-kloranilin etil-(2)-3-((3-klorfenil)amino)akrilat
OH Cl
250°C X POCI; X
— > —_—
% %
cl N cl N
7-klorkinolin-4-ol 4,7-diklorkinolin

Shema 3. Reakcija dobivanja 4,7-diklorkinolina iz 3-kloranilina i etil-3-oksopropanoata.

Jos jedan nacin sinteze 4,7-diklorkinolina je reakcija 3-kloranilina sa dietil-2-
oksosukcinatom kojom se najprije dobiva dietil-2-(((3-klorfenil)amino)metilen)malonat koji
zagrijavanjem pri 250 °C prelazi u etil-7-klor-4-hidroksikinolin-2-karboksilat, uz tvorbu
nusprodukta etil-5-klor-4-hidroksikinolin-2-karboksilata koji se od glavnog produkta odvaja
kristalizacijom. 4,7-diklorkinolin se u konacnici dobiva alkalnom hidrolizom etil-7-klor-4-
hidroksikinolin-2-karboksilata, nakon koje slijedi karboksilacija na visokim temperaturama i

reakcija meduprodukta sa POCl; (shema 4).

N, N-dietilpentan-1,4-diamin koji je takoder potreban za sintezu klorokina, moze se pripraviti
na viSe nacina. Jedan od njih ukljucuje alkiliranje etil-3-oksobutanoata 2-klor-/A, A-dietiletan-
1-aminom, a dobiveni spoj se naziva etil-2-acetil-4-(dietilamino)butanoat. On se podvrgava
kiselinskoj hidrolizi i dekarboksilaciji dajuéi 5-(dietilamino)-pentan-1-amin koji reduktivnom
aminacijom uz prisutnost H,, amonijaka i katalizatora iz legure Raney-Nikal prelazi u N,\-

dietilpentan-1,4-diamin (shema 5).
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OH Cl OH
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—_— \ . \
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Cl N COOEt N COOEt

etil 7-klor-4-hidroksikinolin-2-karboksilat  etil 5-klor-4-hidroksikinolin-2-karboksilat

OH OH
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NaOH >
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cl N COOH al N
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cl
POCl5 N
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/
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Shema 4. Priprava 4,7-diklorkinolina iz 3-kloranilina i dietil-2-oksosukcinata.

Et

N
o T g
(o] 0]
M 2-klor- NV, N-dietiletan-1-amin

etil-3-oksobutanoat
etil-2- acet|l 4-(dietilamino)butanoat

Et
0 | HZINH3 |Et
—_—
L MN\ Raney Ni N
- CO, Et H,N et

5-(dietilamino)pentan-2-on

N, N-dietilpentan-1,4-diamin

Shema 5. Priprava N, A-dietilpentan-1,4-diamina iz etil-3-oksobutanoata i
2-klor- N, N-dietiletan-1-amina.
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2.2.2. Medicinska upotreba klorokina

Lijek klorokin nalazi se na Listi osnovnih najucinkovitijih i najsigurnijih lijekova Svjetske
zdravstvene organizacije.3® Dostupan je kao genericki lijek koji je bioekvivalentan originalnom
lijeku u dozi, neskodljivosti, putu i nacinu primjene, kvaliteti i obliku. Takoder, registriran je
na osnovnoj listi lijekova HZZO-a pod generickim imenom klorokin3 i isti se nabavlja putem
interventnog uvoza. Primarno se koristi za prevenciju i lijeCenje akutnih oblika malarije.
Malarija je zarazna bolest crvenih krvnih stanica koju uzrokuje jednostanicni parazit
Plasmodium. Klorokin uspjesno lijeci oblike malarije uzrokovane parazitima Plasmodium vivax,
Plasmodium malariae i Plasmodium ovale. Malarija uzrokovana parazitom Plasmodium
falciparum ne moze se lijeCiti klorokinom jer je ova vrsta plazmodija razvila otpornost na
njegovo djelovanje.*® Iako je sintetiziran kako bi se koristio kao antimalarik, klorokin dodatno
pokazuje imunomodulatorno djelovanje Sto omogucuje njegovo koristenje i prilikom lije¢enja

autoimunih bolesti kao Sto su reumatoidni artritis i lupus.
2.2.3. Biokemijsko i stani¢no djelovanje klorokina

Iako postoji nekoliko pretpostavki o njegovoj antivirusnoj i antimalarijskoj aktivnosti, to¢an
mehanizam djelovanja klorokina nije potvrden. Klorokin i njegovi derivati inhibiraju sintezu
nukleinskih kiselina parazita i time utjeCu na izvornu funkciju njegove DNA. Inhibicija se
postize povezivanjem klorokina i purinske baze vodikovim vezama te naknadnim uvodenjem
molekule klorokina medu parove baza u DNA-uzvojnici parazita. Time klorokin sprjecava
procese transkripcije i translacije te posljedi¢no ograni¢ava sintezu parazitskih nukleinskih
kiselina.>> Klorokin je slaba baza koja moZe utjecati i na disfunkciju odredenih enzima. U
izvanstaniénom prostoru, molekula klorokina je uglavnom prisutna u protoniranom obliku i
zbog prevladavajuceg pozitivnog naboja nije u moguénosti proéi kroz staniénu membranu
inficiranih eritrocita. Medutim, neprotonirani dio molekule moze uéi u unutarstanicni odjeljak
gdje biva protoniran jer je neutralni pH stanice manji od
pKa-vrijednosti klorokina. Na taj se nacin molekule klorokina koncentriraju u crvenim krvnim
stanicama. Nekolicina molekula ostaje neprotonirana i transportira se u lizosome parazita gdje
vladaju kiseli uvjeti. U ovim organelima klorokin takoder biva protoniran i s vremenom se sve
vise nakuplja unutar lizosoma.** U stanicama eritrocita inficiranih malarijom, trofozoiti koji
pripadaju jednoj od faza Zivotnog ciklusa plazmodija, probavljaju hemoglobin i koriste
aminokiseline dobivene razgradnjom proteina. Tijekom navedenog procesa dolazi do stvaranja
toksicnog hem-nusprodukta feriprotoporfirina IX. U nedostatku klorokina, detoksifikaciju
nusprodukta provodi enzim hem-polimeraza koji polimerizira hem u netoksicni pigment

hemozoin. Ukoliko je klorokin prisutan i koncentriran u lizosomima, on veze hem-nusprodukt
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i sprieCava njegovu polimerizaciju. Njegov toksi¢ni ucinak u konacnici rezultira uniStenjem
parazita (slika 7).%2
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Slika 7. Inaktivacija polimerizacije hema u hemozoin.*

Unatoc rasprostranjenom koristenju klorokina od 1950.-ih godina do danas, nije se razvila
znacajna otpornost na njegovo djelovanje. Naime, funkcija klorokina ne ovisi o njegovoj
sposobnosti vezanja na proteine ve¢ o njegovom vezanju na feriprotoporfirin IX koji se
oslobada prilikom proteoliticke razgradnje hemoglobina unutar lizosoma prisutnog u
trofozoitu. Kako bi se smanjio afinitet vezanja klorokina na molekulu feriprotoporfirina IX,
potrebno je promijeniti strukturu molekule. Medutim, parazit na promjenu strukture hema ne
moze utjecati mutacijom odredenih gena i na taj nacin razviti rezistentnost na lijek. Otpornost
se moze ste¢i smanjenim nakupljanjem klorokina u lizosomu plazmodija.** Ono se postize
viSestrukim mutacijama gena koji kodira za transporter klorokina PFCRT (engl. Plasmodium
falciparum chloroquine resistance transporter) kod vrste Plasmodium falciparum. Takve
mutacije su razlog rezistentnosti Plasmodium falcjparum na klorokin, zbog koje se ovaj agens
sve manje koristi za lijeCenje malarije. S druge strane, niska cijena, tolerancija te
imunomodulatorno djelovanje klorokina povezuje se sa njegovim biokemijskim ucincima koji
upucuju na njegovu potencijalnu uporabu prilikom lijeenja virusnih infekcija, Ciji simptomi

proizlaze iz upalne reakcije imunoloskog sustava.
2.3. Mehanizmi virusne inhibicije klorokinom

Iako neka od provedenih istrazivanja na Zivotinjskim modelima i stani¢nim kulturama

potvrduju da klorokin ima ljekoviti ucinak protiv virusa kao Sto su niskopatogeni ljudski
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koronavirus HCoV-OC43 i SARS-CoV, mehanizam djelovanja klorokina u lije¢enju virusnih
bolesti, ukljuCujuéi COVID-19, nije u potpunosti poznat.*® Pretpostavke o antivirusnom
djelovanju klorokina ukljucuju inhibiciju pH-ovisne replikacije virusa, sprjecavanje glikozilacije
virusnog glikoproteina ovojnice te receptora domacina, a moguce je i da klorokin inhibira
autofagocitozu. Vjerojatno je da klorokin, neovisno o direktnom djelovanju virusa, smanjuje
ekspresiju upalnih ¢imbenika i receptora koji mogu uzrokovati akutni respiratorni distresni

sindrom — primarno odgovoran za smrtnost povezanu s koronavirusom.’
2.3.1. Inhibicija endocitoze virusa i sprjecavanje glikozilacije

Klorokin svojim djelovanjem na endocitozu i kasne faze replikacije onemogucéava
umnozavanje odredenih virusa sa ovojnicom. 1z tog razloga, klorokin je koristen u podrucju
nanomedicine i to u istrazivanjima apsorpcije nanocCestica u stanice.*> Svrha proucavanja
interakcije stanica i sintetskih nanocestica u prisutnosti klorokina bila je otkrivanje moguceg
mehanizma djelovanja klorokina prisutnog u fazama koje prethode replikaciji virusa. Tocnije,
pokuSale su se objasniti promjene u stanicnoj apsorpciji SARS-CoV-2 koje nastaju zbog

utjecaja klorokina.

Pokazalo se da klorokin ima Siroki spektar djelovanja kao inhibitor endocitoze nanocestica
tkivnih makrofaga. IstraZivanje provedeno na miSevima pokazuje da klorokin smanjuje
nakupljanje sintetickih nanocestica raznih oblika u rasponu veli¢ina od 14-2600 nm unutar
stanicnih kultura i sistema mononuklearnih fagocita.*® IstraZivanja o mehanizmu djelovanja
pokazuju da klorokin reducira ekspresiju PICALM proteina (engl. phosphatidylinositol binding
clathrin assembly protein). PICALM je citoplazmatski protein koji ima klju¢nu ulogu prilikom
endocitoze posredovane klatrinom (protein koji ima srediSnju ulogu pri tvorbi vezikula) koja
predstavlja vazan stanicni put unosa receptora i liganda, a mnogi virusi koriste upravo taj put
za ulazak u stanicu.*” SARS-CoV-2 ima sferican oblik i raspon veli¢ina od 60-140 nm te se
prema tim svojstvima moze usporediti sa skupinom najcesce istrazivanih nanocestica. Zbog
toga je moguce da mehanizam djelovanja odgovoran za ucinak klorokina na SARS-CoV-2
ukljucuje smanjenje sposobnosti stanica za provedbu endocitoze posredovane klatrinom
uslijed supresije PICALM-a (slika 8).

Poznato je da koronavirusi ulaze u stanicu domacéina pomocu endocitoze posredovane
receptorima, tocnije vezanjem na ACE 2 receptor, ali i stapanjem s plazmatskom membranom.
Klorokin inducira sprje¢avanje fuzije kasnih endosoma i lizosoma koja sluzi kao mehanizam
prijenosa endocitiranog, odnosno unesenog materijala unutar stanice. Time dolazi do

ometanja endocitoznog puta i recikliranja membranskih receptora potrebnih za ulazak SARS-

15



CoV-2 u stanicu domacina. Prema ranijim istrazivanjima, klorokin u stani¢nim kulturama ima
terapijski ucinak protiv SARS-CoV, ali ne mijenja razinu receptora ACE 2 na povrSini stanice.*
Medutim, pokazalo se da lijeCenje klorokinom uzrokuje inhibiciju kinon reduktaze 2, enzima
koji sudjeluje u sintezi sijalicne kiseline kao klju¢ne komponente za prepoznavanje liganda.*
Navedena inhibicija naknadno oslabljuje zavrSetak glikozilacije ACE 2 receptora, Sto moze
utjecati na vezanje virusa na receptor. Kada ACE 2 nije glikoziliran, njegova interakcija sa S-
glikoproteinom postaje manje ucinkovita, Sto posljedicno inhibira ulazak SARS-CoV-2 u
stanicu. Takoder, terapijska doza klorokina znacajno ne mijenja biosintezu i glikozilaciju
glikoproteinskog Siljka SARS-CoV. Nakon ulaska virusa u stanicu pomocu endocitoze, proteaze
(uglavhom katepsini koji se aktiviraju prilikom zakiseljavanja endosoma) cijepaju
glikoproteinski Siljak na povrsini virusa. Takvo cijepanje uzrokuje promjenu konformacije
glikoproteinskog Siljka koja posljedicno omogucuje stapanje staniéne membrane i virusne
ovojnice. Inhibicija endosomalnog zakiseljavanja potaknuta klorokinom vrlo vjerojatno mijenja

proces stapanja membrane i ovojnice Sto zadrzava virus unutar endosoma.

SARS-CoV-2

Klatrin

—_ vV v
\ -
— -
v v 4

PICALM Klorokin

Citoplazma

Slika 8. Mehanizam represije PICALM-a klorokinom tijekom ulaska SARS-CoV-2 u stanicu

domacina.®
2.3.2. Inhibicija autofagocitoze

Autofagocitoza je osnovni stanicni katabolicki mehanizam koji provodi stanic¢nu razgradnju
nepotrebnih ili nefunkcionalnih stani¢nih dijelova. Tijekom tog procesa odredeni citoplazmatski
dijelovi izolirani su od ostatka stanice unutar vezikule s dvostrukom membranom -
autofagosoma. Autofagosomi se spajaju s lizosomima, nakon cega se njihov sadrzaj

razgraduje. Osim u mnogim temeljnim bioloSkim procesima poput stani¢cne homeostaze i
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imunosti, autofagocitoza je wuofena u razli¢itim bolestima ukljucujuéi infektivne
bolesti.>® Autofagocitoza na Zivotni ciklus i patogenezu virusa moze djelovati na dva nacina —
protuvirusno i provirusno, ovisno o njihovoj vrsti. Protuvirusni ucinci autofagocitoze ukljucuju
djelovanje proteina autofagije. Njihova funkcija je prikupljanje virusnih komponenti i samih
virusa koje je potrebno razgraditi unutar lizosoma u procesu zvanom ksenofagija. Takoder,
proteini autofagije sudjeluju u pokretanju urodene i steCene imunoloske reakcije na virusnu

infekciju.>

Ovaj proces stanicne razgradnje, predloZen je i kao mehanizam sastavljanja viriona, koji se
odvija tijekom replikacije virusa koji imaju jednolan¢anu pozitivnu RNA.>? U tu skupinu virusa
pripadaju i koronavirusi kod kojih se tijekom sastavljanja nove virusne Cestice stvara vezikula
obavijena dvostrukom membranom. Takva vezikula se prema podrijetlu moZe povezati sa
autofagosomima.>? Takoder, pokazalo se da infekcija koronavirusom izaziva autofagocitozu
koja posljedi¢no sluzi virusu za proizvodnju stani¢nih struktura potrebnih za izgradnju

membrana tijekom replikacije.

S obzirom na vaznost autofagocitoze kod patogeneze virusnih infekcija, potrebno je
inhibirati povoljno i poticati destruktivno djelovanje autofagocitoze na zivotni ciklus virusa. U
skladu s tim, provedena su istrazivanja koja predstavljaju efektivno djelovanje klorokina na
autofagocitozu.> Klorokin se, kao slaba baza, nakuplja u organelima obavijenima membranom
u kojima vlada niski pH i time mijenja njihovu kiselost. U parazitima koji uzrokuju malariju,
klorokin na taj nacin inaktivira detoksifikaciju hema u hemozoin. Slican efekt je vidljiv u
stanicama sisavaca, kod kojih prisutnost klorokina uzrokuje poveéanje pH-vrijednosti
lizosoma.>* Posljedica takve promjene pH je narusavanje ne samo autofagocitoze vec i funkcije
odredenih enzima te inhibicija kovalentnih preinaka novonastalih proteina koje dolaze nakon
translacije. Navedeno djelovanje klorokina, zabiljezeno je kod odredenih RNA virusa,

ukljucujuci i koronaviruse.>?
2.3.3. Represija proupalnih ¢imbenika

Osim direktnog antivirusnog djelovanja na SARS-CoV-2, klorokin utjeCe i na imunosni
odgovor domacina. Prilikom infekcije koronavirusom, dolazi do proizvodnje velike koli¢ine
proupalnih citokina koji posljedi¢no izazivaju pojacani imunosni odgovor i dovode do tezih
oblika bolesti. Klorokin reducira lu¢enje proupalnih citokina od kojih se izdvajaju faktor
tumorske nekroze TNF—q, IL-1 i IL-6.5¢ Iz tog razloga, nakupljanje klorokina u limfocitima i
makrofagima djeluje protuupalno. Inhibicija proizvodnje TNF—a uzrokovana klorokinom

ukljucuje nekoliko mehanizama: poremecaj stanicne homeostaze Zeljeza,> inhibicija
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ekspresije gena za proizvodnju TNF—a>® te inhibicija posttranslacijske modifikacije molekule
TNF-a.>® Osim na redukciju lucenja TNF—a, klorokin djeluje i na smanjenje povrsinske
ekspresije TNF—a receptora u stanicama monocita. Funkcije TNF—a ukljuuju poticanje
aktivacije monocita te ekstravazaciju neutrofila otvaranjem medustani¢nog spoja izmedu

vaskularnih endotelnih stanica i adhezijskih molekula* na leukocitima (slika 9).

TNF-areceptori _— Klorokin VASKULARNI LUMEN
x Aktivacija Neutrofil
Monocit monocita
TNFa
Adhezijske Ekstravazacija

molekule Medustaniéni
spoj

Endotelne stanice

X

'\Aktivirani makrofag ozljeda tkiva
Klorokin TKIVO

Slika 9. Utjecaj klorokina na imunoloski sustav.?
2.4. Djelotvornost klorokina u lijecenju COVIDA-19

Brzi razvoj i odobrenje ucinkovitih i sigurnih lijekova protiv bolesti COVID-19 trenutacno je
najvedi prioritet svih zdravstvenih institucija. Najbitnije je provodenje znanstvenih ispitivanja
i dobivanje pouzdanih podataka temeljem kojih bi se mogle pruZiti odgovarajuée preporuke
zdravstvenim radnicima i oboljelima te omoguditi donosSenje regulatornih mjera u borbi protiv
bolesti.®! Medu lijekovima kojima se unutar klinickih istraZivanja ocjenjuju sigurnost primjene
i ucinkovitost nalazimo klorokin i njegove derivate. Do srpnja 2020. godine, globalno je

zabiljezeno 80 klinickih istrazivanja koja su ispitala utjecaj klorokina na SARS-CoV-2.52

*Adhezijske molekule su proteini na stani¢noj povrsini ¢ija je uloga medusobno povezivanje stanica — homotropno
i heterotropno, te povezivanje stanica s elementima izvanstani¢nog matriksa. Homotropna adhezija je medusobno
povezivanje istovrsnih stanica koje se dogada npr. pri adheziji trombocita u procesu stvaranja ugruska.
Heterotropna adhezija je medusobno povezivanje razlicitih vrsta stanica, a primjer za to je vezanje neutrofila za

endotel krvnih Zila.®0

U jednom od ranijih istrazivanja ispitivala se antivirusna aktivnost pet lijekova koje

odobrava Americka agencija za hranu i lijekove (FDA, engl. Food and Drug Adminstration).
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Istrazivanje je ukljucivalo ribavirin, penciklovir, nitazoksanid, nafamostat, klorokin, remdesivir
i favipiravir, a provodilo se /n vitro. Kako bi se utvrdila djelotvornost ovih spojeva na
citotoksicnost te rasirenost i otpornost virusa, provodili su se neki od standardnih testova.
Citotoksicnost ispitivanih spojeva odredivala se CCK 8 kolorimetrijskom metodom (engl. Ce//
Counting Kit-8) u Vero E6 stanicama. Nakon toga su Vero E6 stanice inficirane s
nCoV2019BetaCoV/Wuhan/WIV04/2019 — tipom SARS-CoV-2 izoliranog u Wuhanu, a broj
virusa po stanici (MOI, engl. Multiplicity of Infection) iznosio je 0,05. Tijekom testiranja stanice
su tretirane dimetilsulfoksidom (DMSO). Ucinkovitost je ispitana Real-Time PCR metodom koja
omogucava pracenje tijeka reakcije u svakom ciklusu, promjenama fluorescencijskog signala
koje stvaraju DNA-vezujuce boje ili specificne fluorescentno obiljezene probe. Konkretno za
ovo istrazivanje, koristen je esej kvantifikacije virusnih kopija. Dokazivanje ispitane
ucinkovitosti provedeno je vizualizacijom virusnog nukleoproteina (NP) imunofluorescentnom

mikroskopijom, 48 sati nakon infekcije.

Dobiveni rezultati pokazuju da klorokin sprjeava infekciju koronavirusom pri malim
mikromolarnim koncentracijama - srednja ucinkovita koncentracija (ECso) iznosila je 1,13 pM,
a 50%-tna citotoksi¢na koncentracija (CCso) bila je ve¢a od 100 uM. Takoder, utvrdeno je da
klorokin ima dobru mo¢ prodiranja u tkiva te radi toga povoljno djeluje na smanjenje
umnozavanja virusa. Unutar ovog istrazivanja takoder se spominje da klorokin blokira infekciju
povecanjem pH-vrijednosti endosoma i utjecajem na glikozilaciju stanicnih receptora za SARS-
CoV-2. Osim navedenih tvrdniji, znanstvenici iznose pretpostavku koja se odnosi na moguénost
povecanja antivirusnog djelovanja klorokina /in vivo (slika 10).
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Slika 10. Antiviralna aktivnost klorokina protiv 2019-nCoV /n vitro. Lijeva i desna y-os na grafu

oznacavaju srednji postotak inhibicije virusa i srednji postotak citotoksi¢nosti klorokina.%?

Brojna istrazivanja provedena su kasnije u Kini, gdje se unutar visSe od 10 klinickih

ispitivanja ispitivala djelotvornost i sigurnost klorokina u lijeCenju COVIDA-19,%* a rezultati
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dobiveni kod vise od 100 pacijenata pokazali su da klorokin uspjesno inhibira pogorsanje
pneumonije, poboljSava RTG-nalaze pluca i skracuje trajanje bolesti. Ozbiljnije nepozeljne
reakcije na klorokin nisu zabiljezene kod pacijenata na kojima se istrazivanje provodilo.

Preporuke za koristenje klorokina prilikom lijeCenja COVIDA-19 donesene su konsenzusom
20. veljace 2020. godine i to na temelju prijedloga stru¢njaka iz Odjela za znanost i tehnologiju
te Zdravstvene komisije kineske pokrajine Guangdong.® Uzimajuéi u obzir provedena /n vitro
istrazivanja i klinicka ispitivanja, preporuceno je koriStenje odredenih mjera opreza koje
ukljucuju krvne pretrage, kako bi se na vrijeme uocile eventualne nuspojave — razvoj anemije,

trombocitopenije ili leukopenije, kao i poremecaj koncentracije elektrolita u krvnom serumu.
2.4.1. Pojava mogucih nuspojava tijekom lijecenja COVIDA-19 klorokinom

Klinicka ispitivanja protuvirusnih lijekova i dalje su u tijeku kako bi se mogli ustanoviti
pouzdani podaci o djelotvornosti i sigurnosti primjene tih lijekova u lijeCenju COVIDA-19. Stoga
je vazno da zdravstveni radnici, ali i bolesnici primjenjuju klorokin u skladu s odobrenjem za
stavljanje lijeka u promet i odredenim nacionalnim smjernicama. Takoder, ovaj lijek se ne
smije primjenjivati bez odgovarajuéeg recepta i lije¢nickog nadzora, jer tijekom lije¢enja veéim
dozama klorokina ili primjene klorokina u kombinaciji s drugim lijekovima moze doci do
ozbiljnih nuspojava.®>” Zbog trenutne epidemioloske situacije, i dalje postoji odredeni pritisak
na zdravstveni sustav. Neke drzave su uspostavile stroge protokole koji omogucavaju
eksperimentalnu primjenu odobrenih antivirusnih lijekova kod bolesnika s teZzim oblikom
bolesti. U RH, HZZO i Ministarstvo zdravstva izdaju naputak o ogranicenom propisivanju i

izdavanju lijekova u vrijeme epidemije COVID-19.

Europska agencija za lijekove (EMA) objavila je upozorenje koje se odnosi na moguce
nuspojave klorokina tijekom lijeCenja COVIDA-19.%” Navedeno je da klorokin potencijalno
uzrokuje aritmiju, odnosno poremecaj sr¢anog ritma, koja se kod istodobne primjene s drugim
lijekovima moze pogorsati. U nedavno provedenim ispitivanjima® utvrdeni su ozbiljni
poremecaji sr¢anog ritma tijekom primjene klorokina u visokim dozama ili u kombinaciji s
antibiotikom azitromicinom koji sli¢cno djeluje na srce. Prilikom propisivanja klorokina,
zdravstveni radnici trebaju uzeti u obzir postojece poremecaje rada srca kod pacijenta i
promjenu razine kalija ili magnezija u krvi, budu¢i da navedeni cimbenici povecavaju
mogucnost razvoja poremecaja sr€anog ritma. Osim nuspojava koje utjeCu na srce, poznato
je da ovi lijekovi mogu uzrokovati neuropsihijatrijske poremedaje poput uznemirenosti,
nesanice, smetenosti, psihoze i suicidalnih misli. Ovi lijekovi mogu utjecati i na funkciju jetre,

uzrokovati ostecenje Ziv€anih stanica koje moze dovesti do konvulzija te sniziti razinu Secera
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u krvi (hipoglikemija).>? Klorokin se treba primjenijivati za lije¢enje bolesti COVID-19 samo pod
strogim nadzorom u klini¢kim ispitivanjima ili u sklopu programa milosrdnog davanja lijeka.
Kako bi se dobili pouzdani i konkretni podaci o riziku primjene klorokina u lije¢enju bolesti

COVID-19, potrebno je provesti daljnja klinicka ispitivanja.

2.5. 4-Hidroksiklorokin
2.5.1. Sinteza hidroksiklorokina

Hidroksiklorokin-sulfat je derivat klorokina sintetiziran po prvi put 1946. godine uvodenjem
hidroksilne skupine u molekulu klorokina. Hidroksiklorokin se primjenjuje kao lijek koji djeluje

na stanicnoj razini i izravno utjeCe na uzrocnike bolesti.

Mehanizam sinteze hidroksiklorokina podijeljen je u tri koraka (shema 6). Prvi korak
ukljucuje reakciju 5-klorpentan-2-ona i 2-(etilamino)etan-1-ola kojom nastaje odgovarajuci
aminoketon. U drugom koraku, dobiveni 5-(etil(2-hidroksietil)amino)pentan-2-on podvrgava
se reduktivnoj aminaciji uz prisutnost H,, amonijaka i katalizatora iz legure Raney-Nikal, a kao
produkt nastaje 2-((4-aminopentil)(etil)amino)etan-1-ol. Zadnji korak ukljuCuje reakciju
prethodno dobivenog spoja i 4,7-diklorkinolina ¢ime se kao konacni produkt dobiva

hidroksiklorokin, odnosno 2-((4-((7-klorkinolin-4-il)amino)pentil)(etil)Jamino)etan-1-ol.3¢

H
(0] Et/N\/\OH O ||Et
Cl
M 2-(etilamino)etan-1-ol )1\/\/'\‘\/\@4

5-klorpentan-2-on 5-(etil(2-hidroksietil)amino)pentan-2-on

Et
HZ’NH3 )\/\/,ll >
—_— >
Raney Ni H,N ~"oH cl

2-((4-aminopentil)(etil)amino)etan-1-ol N
)\/\/ Ilzt CI4 7-dik|orkin'\cl>lin
HN N on '
X

c|/£>5|\1j 2-((4-((7-klorkinolin-4-il)amino)pentil)(etil)amino)etan-1-ol

Shema 6. Priprava hidroksiklorokina iz 5-klorpentan-2-ona i 2-(etilamino)etan-1-ola.

2.5.2. Djelotvornost hidroksiklorokina u lijecenju COVIDA-19
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Hidroksiklorokin se kao i klorokin koristi za lijeCenje akutnih oblika malarije koje uzrokuju
P. vivax, P. malariae, P. ovalei P. falciparum. Koristi se i prilikom lije¢enja autoimunih bolesti
kao Sto su reumatoidni artritis (RA) i sistemski eritemski lupus (SLE).>* Ucinkovitost i sigurnost
je takoder sli¢na klorokinu, medutim hidroksiklorokin ima bolju podnosljivost i do 40% manju
toksic¢nost kod zivotinja u usporedbi sa klorokinom. Mehanizam djelovanja hidroksiklorokina
ukljucuje inhibiciju virusnih enzima kao Sto su virusna DNA ili RNA polimeraza. Obuhvacena je
i inhibicija nekih faza Zivotnog ciklusa virusa — glikozilacija virusnih proteina, sastavljanje
viriona, transport nove virusne Cestice te otpustanje virusa iz inficirane stanice. Drugi
mehanizmi djeluju na inhibiciju ACE 2 receptora i uzrokuju zakiseljavanje.** Naime,
hidroksiklorokin i klorokin su lipofilne slabe baze koje pasivno difundiraju kroz stani¢ne
membrane te na taj nacin ulaze u endosome, lizosome i Golgijeve mjehurice gdje povisuju
pH-vrijednost.®®> Navedeni porast pH-vrijednosti unutar endosoma sprjecava ulazak virusne
Cestice u stanicu pomocu fuzije.** S obzirom na slicnost kemijske strukture i mehanizma
protuvirusnog djelovanja koji izmedu ostalog ukljucuje imunomodulaciju, hidroksiklorokin se
takoder razmatra kao potencijalno ucinkovita terapija za lijeCenje bolesti COVID-19. Klorokin
i hidroksiklorokin trenutacno se Kklinicki ispituju u lijeCenju bolesti COVID-19, no podaci
dobiveni klinickim ispitivanjima su vrlo ograniceni te se ne mogu donijeti konacni zakljucci o

primjeni ovih lijekova.

Provedena je evaluacija protuvirusnog djelovanja hidroksiklorokina na SARS-CoV-2 in vitro,
u usporedbi sa protuvirusnim djelovanjem klorokina (slika 11).%° IstraZivanje je ukljucivalo
usporedbu citotoksicnosti klorokina i hidroksiklorokina, a mjerenje se provodilo CCK 8
kolorimetrijskom metodom u Vero E6 stanicama. Dobiveni su rezultati 50%-tne citotoksi¢ne
koncentracije (CCso) spojeva, Cije su vrijednosti iznosile 273.20 i 249.50 uM. Kako bi se bolje
usporedila protuvirusna aktivnost ovih spojeva, provedena analiza ukljucivala je i kvantifikaciju
virusnih RNA kopija u supernatantu stani¢ne kulture 48 h nakon provedene infekcije.
Kvantifikacija se provodila pri Cetiri razli¢ite MOI-vrijednosti (0.01, 0.02, 0.2, 0.8). Kod svih
MOI-vrijednosti, srednja ucinkovita koncentracija (ECso) za klorokin (2.71, 3.81, 7.14, 7.36
KM) bila je niza od one za hidroksiklorokin (4.51, 4.06, 17.31, 12.96 puM). Selekcijski indeks
(SI=CCso/ECso) klorokina (100.81, 71.71, 38.26, 37.12) posljedicno je bio veci od onog za
hidroksiklorokin (55.32, 61.45, 14.41, 19.25) (slika 11) Dobiveni rezultati potvrdeni su
provedbom imunofluorescentne mikroskopije virusnog nukleoproteina (NP)
48 h nakon infekcije. Na temelju provedenog ispitivanja, zakljuCuje se da hidroksiklorokin pri
odredenim MOI-vrijednostima, ima slabiju djelotvornost na SARS-CoV-2 u odnosu na klorokin.
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Slika 11. Usporedba antiviralne aktivnosti klorokina i hidroksiklorokina protiv SARS-CoV-2 /in

vitro pri razli¢itim MOI vrijednostima.®°

Antivirusna i profilakticka aktivnost klorokina i hidroksiklorokina protiv SARS-CoV-2 in vitro,

provedena je unutar slicnog istrazivanja na Vero E6 stanicama (slika 12).”° Za oba lijeka

koristilo se fizioloSki bazirano farmakokineticko (PBPK) modeliranje. Tijekom PBPK modeliranja

koristeno je pet razlicitih doza hidroksiklorokina kako bi se otkrio najucinkovitiji rezim lijecenja.

Prilikom ispitivanja antivirusne aktivnosti, Vero E6 stanice zarazene su brojem virusa po stanici

(MOI) koji je iznosio 0.01 tijekom 24 i 48 h, dok su koncentracije klorokina i hidroksiklorokina
iznosile 0.032, 0.16, 0.80, 4, 20 i 100 pM.
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Slika 12. Antiviralna aktivnost klorokina i hidroksiklorokina protiv SARS-CoV-2 in vitro, pri
MOI=0,01 tijekom 24 i 48 h.”°

Rezultati pokazuju da oba lijeka imaju dobru antivirusnu aktivnost protiv SARS-CoV-2, s
obzirom da ovisno o koncentraciji smanjuju replikaciju virusa. ECso-vrijednost klorokina za 24
h iznosila je 23,9 UM, a za 48 h 5,47 uM. ECse-vrijednost hidroksiklorokina za 24 h iznosila je
6,14 uM, a za 48 h 0,72 uM. U skladu s rezultatima, hidroksiklorokin (ECso = 0,72 pM) u
odnosu na klorokin (ECso = 5,47 uM) ima puno jace djelovanje /n vitro. Na temelju rezultata
PBPK modeliranja, preporuca se rezim lijeCenja bolesti COVID-19 koji obuhvaéa 400 mg
udarne doze hidroksiklorokin-sufata dva puta dnevno, nakon cega slijedi 200 mg doze
odrzavanja dva puta dnevno u trajanju od Cetiri dana. Navedeni rezim lije¢enja postigao je tri
puta veéu ucinkovitost od terapije koja je ukljucivala 500 mg klorokin-fosfata dva puta dnevno
u trajanju od 5 dana, Sto dovodi do zakljucka da je hidroksiklorokin pogodniji za lijeenje
COVIDA-19.
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Postoji jako veliki broj globalno zabiljezenih istrazivanja koja ispituju samostalno djelovanje
klorokina i hidroksiklorokina, ali i u¢inkovitost ovih spojeva u kombinaciji s drugim lijekovima.
Istrazivanje provedeno u Francuskoj 20. ozujka 2020. godine obuhvacalo je terapiju
primijenjenu na 42 pacijenta oboljelih od COVIDA-19.”! Skupina od 26 pacijenata lije¢ena je
hidroksiklorokinom, a preostalih 16 pacijenata primalo je standardu terapiju. Dvadeset
pacijenata koji su oralno dobivali 200 mg hidroksiklorokina svakih 8 sati, pokazivali su bolji
napredak u usporedbi sa pacijentima na standardnoj terapiji. Slican rezultat uocen je i prilikom
istrazivanja provedenog u Kini na 62 pacijenta s blazim oblikom bolesti COVID-19.7? Pacijenti
su podijeljeni na dvije jednake skupine od kojih je prva skupina lije¢ena klorokinom, dok je
druga primala placebo. Lijeenje hidroksiklorokinom je kod 31 pacijenta rezultiralo puno brzim
spustanjem tjelesne temperature i prestankom kaslja, a kod vecine je uzrokovalo i poboljSanje

CT-snimke prsnog kosa.

Svjetska zdravstvena organizacija je 17. lipnja 2020. godine objavila publikaciju u kojoj su
opisane recentne spoznaje o sigurnosti i ucinkovitosti primjene hidroksiklorokina i klorokina u
lijeCenju COVID-19.”2 U zakljucku publikacije navodi se da su raspolozivi dokazi o
djelotvornosti i sigurnosti hidroksiklorokina prilikom lijeCenja COVIDA-19 ograniceni i upitne
valjanosti. U usporedbi sa standardnim terapijama, lijeenje hidroksiklorokinom nije izazvalo
odstupanje ukupne smrtnosti. Postoje i pretpostavke da hidroksiklorokin inducira nepovoljne
pojave koje tijekom lije¢enja standardnim terapijama nisu prisutne. Medutim, vjerodostojnost

postojecih dokaza je i dalje sporna te je stoga potrebno situaciji pristupati oprezno.
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3. ZAKLJUCAK

e Tocan mehanizam djelovanja klorokina i hidroksiklorokina u lije€enju virusnih bolesti,
ukljucujuéi COVID-19, nije u potpunosti potvrden. Pretpostavke o antivirusnom djelovanju
ovih lijekova ukljucuju inhibiciju pH-ovisne replikacije virusa, sprjeCavanje glikozilacije
virusnog glikoproteina ovojnice te receptora domacina i inhibiciju autofagocitoze. Takoder,
vjerojatno je da smanjuju ekspresiju upalnih ¢imbenika i receptora koji uzrokuju ozbiljniji
oblik bolesti COVID-19.

o Postoji velik broj klini¢kih ispitivanja i laboratorijskih istrazivanja koja se bave ucinkovitoScu
klorokina i hidroksiklorokina prilikom lijeCenja COVIDA-19, kao i sigurnos¢u dugotrajne
uporabe ovih lijekova u klinickoj praksi.

e Djelotvornost u lijeCenju bolesti COVID-19 jos nije dokazana, a za donoSenje zakljuCaka
potrebna su daljnja laboratorijska i klinicka ispitivanja. Takoder, za optimizaciju
profilaktickog i/ili terapeutskog ucinka klorokina i hidroksiklorokina protiv COVIDA-19 s
obzirom na populaciju bolesnika, stadij bolesti i doziranje lijekova, potrebno je provesti
dodatna znanstvena istrazivanja kojima ¢e se utvrditi to¢ni mehanizmi djelovanja
navedenih lijekova na SARS-CoV-2.

o Tijekom daljnje evaluacije, klorokin i hidroksiklorokin smiju se primjenjivati za lijeenje
bolesti COVID-19 samo pod strogim nadzorom u klinickim ispitivanjima ili u sklopu
programa milosrdnog davanja lijeka. Prilikom propisivanja ovih lijekova, trebaju se uzeti u
obzir moguce nuspojave, pogotovo kod primjene visih doza klorokina i hidroksiklorokina u
odnosu na preporucene doze, ili ako se navedeni lijekovi primjenjuju uz odredene

antibiotike poput azitromicina.
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4. PRILOZI

Prilog 1. Popis kratica
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3'-UTR
5'-UTR
ACE 2
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CCK 8
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CTL
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DNA
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EMA

FDA
HCoV-229E
HCoV-HKU1
HCoV-NL63
HCoV-0C43
HZZ0

IFN

IL

(od engl. 2019-novel coronavirus)

(od engl. Three prime untranslated region)
(od engl. Five prime untranslated region)
angiotenzin-konvertiraju¢i enzim 2 (od engl. Angiotensin-converting
enzymeZ2)

Steceni sindrom imunodeficijencije (od engl. Acguired immunodeficiency
syndrome)

50%-tna citotoksi¢na koncentracija (od engl. 50% cytotoxic concentration)
(od engl. Cell Counting Kit-8)

(od engl. Cluster of differentiation 4+)

(od engl. Cluster of differentiation 8+)

(od eng. Coronavirus Disease of 2019)

Faktor stimulacije hematopoetskih kolonija (od engl. Colony-Stimulating
Factor)

Racunalna tomografija (od engl. Computed tomography)

Citotoksicni T limfociti

dendriticke stanice (od engl. Dendritic cells)

Dimetilsulfoksid

Deoksiribonukleinska kiselina (od engl. Deoxyribonucieic acid)

Srednja ucinkovita koncentracija (od engl. Half maximal effective
concentration)

Europska agencija za lijekove (od engl. European Medicines Agency)
Americka agencija za hranu i lijekove (od engl. Food and Drug Administration)
Ljudski koronavirus 229E (od engl. Human coronavirus 229E)

Ljudski koronavirus HKU1 (od engl. Human coronavirus HKUI)

Ljudski koronavirus NL63 (od engl. Human coronavirus NL63)

Ljudski koronavirus OC43 (od engl. Human coronavirus OC43)

Hrvatski zavod za zdravstveno osiguranje

Interferon

Interleukin



MERS

MERS-CoV

MOI
MRNA
NK
ORF
PBPK

PCR
PFCRT
pH
PICALM
pKa
RA
RBD
RH
RNA
RTG
SARS

SARS-CoV
SARS-CoV-2
SI

SLE

TGF

TMPRSS2

TNF
WHO

Bliskoistocni respiratorni sindrom (od engl. Middle East Respiratory
Syndrome)

Bliskoistocni respiratorni sindrom koronavirus (od engl. Middle East
Respiratory Syndrome coronavirus)

Broj virusa po stanici (od engl. Multiplicity of Infection)

Glasnicka ribonukleinska kiselina (od engl. Messenger ribonucieic acid)
Veliki granulirani limfociti (od engl. Natural killer cells)

otvoreni okvir ¢itanja (od engl. Open Reading Frame)

FizioloSki bazirano farmakokineticko modeliranje (od engl. Physiologically
based pharmacokinetic modelling)

Polimerazna lan¢ana reakcija (od engl. Polymerase Chain Reaction)

(od engl. Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter)

(od lat. potentia hydrogenir)

(od engl. Phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein)

Negativna vrijednost logaritma konstante disocijacije kiseline

Reumatoidni artritis

mjesto vezanja receptora (od engl. receptor-binding domain)

Republika Hrvatska

Ribonukleinska kiselina (od engl. ribonucieic acid)

Rentgensko snimanje

Teski akutni respiratorni sindrom (od engl. Severe Acute Respiratory
Syndrome)

Teski akutni respiratorni sindrom koronavirus (od engl. Severe acute
respiratory syndrome coronavirus)

Teski akutni respiratorni sindrom koronavirus 2 (od engl. Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus-2)

Selekcijski indeks (od engl. Selective index)

Sistemski eritemski lupus

Transformirajuéi faktor rasta (od engl. 7ransforming growth factor)
transmembranska serin-proteaza 2 (od engl. 7ransmembrane Protease
Serine 2)

Faktor tumorske nekroze (od engl. Tumor necrosis factor)

Svjetska zdravstvena organizacija (od engl. World Health Organization)



Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

/

Matea. 'Jlwni
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