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POVZETEK

Kovalentne zdravilne ucinkovine imajo pomembno
vlogo v humani medicini. S tvorbo stabilnih kova-
lentnih vezi s specifi€nimi aminokislinskimi ostanki
v svojin makromolekularnih taréah dosezejo mo-
¢nejSe in dolgotrajnejse terapevtske ucinke kot kla-
si¢ne ucinkovine, ki izkoriS¢ajo le reverzibilne inte-
rakcije. Njihovo dolgo zadrZzevanije na tarci omogoca
redkejSe odmerjanje, kar lahko zmanjsa pojav ne-
zelenih ucinkov. Vseeno pa razvoj kovalentnih zdra-
vilnih u€inkovin ni brez izzivov, saj pomisleki glede
izventarCne vezave in potencialne imunogenosti
zahtevajo skrbno nacrtovanje in optimizacijo za za-
gotavljanje varnosti in ucinkovitosti. V zadnjem de-
setletju je prislo do bistvenega napredka na po-
dro¢ju nacrtovanja, selektivnosti in razumevanja
mehanizmov delovanja kovalentnih zdravilnih ucin-
kovin, kar je omogocilo razvoj novih zdravil, zlasti v
onkologiji, infektologiji in nevrologiji. Sodobne ko-
valentne zdravilne ucinkovine dokazujejo, da je s
premislienim pristopom mogoce oblikovati ucinko-
vite, selektivne in varne kovalentne ucinkovine z ve-
likim terapevtskim potencialom.

KLJUCNE BESEDE:
bojna glava, ireverzibilni zaviralci, kovalentne zdra-
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ABSTRACT

Covalent drugs play an important role in human
medicine. By forming stable covalent bonds with
specific amino acid residues of their macromolecular
targets, they can achieve stronger and longer-lasting
therapeutic effects than conventional drugs, which
form reversible interactions. Their prolonged target
residence allows for less frequent dosing, which
can reduce the incidence of adverse effects. Ho-
wever, the development of covalent drugs is not
without challenges, as concerns about off-target
binding and potential immunogenicity require careful
design and optimization to ensure safety and effi-
cacy. Over the past decade, significant progress
has been made in the design, selectivity, and mec-
hanistic understanding of covalent drugs, enabling
the development of new therapeutics, especially in
oncology, infectious diseases, and neurology. Mo-
dern covalent drugs demonstrate that with careful
consideration and design effective, selective, and
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safe covalent drugs with high therapeutic potential
can be developed.

KEY WORDS:
covalent drugs, drug design, irreversible inhibitors,
warhead

uvoD

V zadnjih dveh stoletjih je odkrivanje novih zdravilnih ucin-
kovin (ZU) bistveno prispevalo k napredku medicine in
omogocilo obvladovanje bolezni, ki so bile v preteklosti
neozdravljive. Pomemben razred ZU so t. i. kovalentne
zdravilne ucinkovine (kZU), katerih delovanje temelji na
tvorbi kovalentne vezi z njihovo makromolekularno tarco.
Ceprav je v preteklosti kemijska reaktivnost ZU pogosto
vzbujala zadrzke, danes razvoj kZU doZivlja preporod. To
je predvsem posledica boljSega razumevanja njihovega
delovanja, vegje selektivnosti in naras¢ajoCega Stevila
uspesnih primerov iz klini¢ne prakse (1-3).

ZGODOVINSKI RAZVOJ
KOVALENTNIH ZDRAVILNIH
UCINKOVIN TER UPORABA
V KLINICNI PRAKSI

Prve kZU, ki delujejo na osnovi kovalentne vezave, so bile
odkrite Ze na koncu 19. in v zaCetku 20. stoletja, na primer
B-laktamski antibiotiki (penicilini) in acetilsaliciina kislina.
Vendar pa so v drugi polovici 20. stoletja zaradi zavedanja
0 nespecifiCni vezavi, imunogenosti in toksicnosti reaktivnin
spojin tovrstne ucinkovine postale nezazelene in so jih
zacCeli izloCevati ze v zgodnijih fazah razvoja zdravil. Veliko
kZU se je dolgo uporabljalo, ne da bi poznali njihov kova-
lenten mehanizem delovanja: najSirSe uporabljana ZU, ace-
tilsalicilna kislina, je kovalenten zaviralec ciklooksigenaze,
vendar so njen mehanizem delovanja odkrili Sele leta 1971,
72 let po njenem prihodu na trg (1, 3).

Ponovni zagon nacrtnega razvoja kZU se je zgodil po
letu 2013 z uspesno registracijo ibrutiniba (slika 1), zaviralca
Brutonove tirozin kinaze. Od takrat kZU predstavljajo po-
memben del razvojnih programov tudi v velikin farmacevt-
skih podietjih, kar se odraza v vse vecjem Stevilu znan-
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Slika 1: Pregled razvoja kovalentnih zdravilnih ucinkovin v zadnjih dveh stoletjih. VV oklepajih so navedene njihove tarcne makromolekule,
letnica oznacuje ¢as odkritja ali prihoda na trg. Z zeleno so oznacene elektrofilne funkcionalne skupine (bojne glave), z zvezdico pa tiste
ucinkovine, ki postanejo reaktivne sele po bioloski aktivaciji. Prirejeno po (1). COX — ciklooksigenaza, PBP — peniciline vezoci proteini, P2Y,, -
purinergicni receptor P2Y,,, HCV NS3 — nestrukturni protein 3 virusa hepatitisa C, BTK — Brutonova tirozin kinaza, HbS — hemoglobin S,
3CLP© — 3C-podobna proteaza.

Figure 1: An overview of the development of covalent drugs over the past two centuries. Their macromolecular targets are listed in
parentheses, the years indicate either the discovery or market entry year. Electrophilic functional groups (warheads) are highlighted in green,
and an asterisk marks compounds in which the reactive site becomes exposed only after biological activation. Adapted from (1). COX —
cyclooxygenase, PBP — penicillin-binding proteins, P2Y,, — purinergic receptor P2Y,,, HCV NS3 - hepatitis C virus nonstructural protein 3,
BTK — Bruton tyrosine kinase, HbS — haemoglobin S, 3CLF™ — 3C-like protease.
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KLJUCNI POUDARKI

e Kovalentne zdravilne ucinkovine tvorijo (stabilne) ko-
valentne vezi s tarami, kar omogoca mocnejse, dol-
gotrajnejSe delovanje in redkejSe odmerjanje.

e Tovrstne ucinkovine imajo pomembno viogo pred-
vsem Vv onkologiji, infektologiji in nevrologiji — na pri-
mer ibrutinib, amoksicilin, nirmatrelvir, rivastigmin.

e Napredek v zadnjih desetletjih je zmanjSal pomisleke
0 nespecificni reaktivnosti, saj je z optimizacijo rea-
ktivnosti »bojnih glav« mozno dosedi visoko selektiv-
nost in zmanijSati nezelene ucinke.

e Reverzibilni kovalentni zaviralci zdruzujejo prednosti
kovalentne vezave z boljSo varnostjo zaradi nadzo-
rovanega razpada kovalentnega kompleksa.

e Na UL FFA razvijajo nove kovalentne zaviralce za
proteaze, MurA, imunoproteasom, transpeptidaze in
tarCe, udelezene v nevrodegenerativnih boleznih.

stvenih objav in novih kZU, ki so priSle na trg. Lani je bilo
na trgu ze ve¢ kot 55 kZU, katerih letna trzna vrednost
presega 50 milijard ameriskih dolarjev (1, 4).

Najveclji delez kZU se uporablja v onkologiji (28 %), kamor
spadajo afatinib, ibrutinib, osimertinib, adagrazib, dako-
mitinib in akalabrutinib. Sledijo zdravila za zdravljenje kar-
diovaskularnih bolezni in bolezni osrednjega zivCevja (23
%), kot so saksagliptin, klopidogrel, vokselotor, rivastigmin
in razagilin. Priblizno 21 % kZU se uporablja za zdravljenje
okuzb s patogeni, kamor uvr§€amo peniciline, cefalospo-
rine, fosfomicin, nirmatrelvir, telaprevir in boceprevir. Manjsi,

a klinicno pomemben delez (11 %) kZU, predstavljajo ZU
za bolezni prebavil, predvsem zaviralci protonske Crpalke
(slika 2) (5).

V zadnjih letih se raziskave intenzivno usmerjajo v razvoj
reverzibilnih kovalentnih zaviralcev, ki zdruzujejo prednosti
kovalentne vezave in prilagajanje trajanja ucinka (moduli-
ranje hitrosti razpada kZU-tar¢a), s ¢imer se zmanjSa tve-
ganje za nezelene ucinke (6). Veliko pozornosti se namenja
tudi selektivnemu ciljanju proteinov, ki so tezko dostopni
za modulacijo z malimi molekulami (angl. undruggable),
kot so transkripcijski faktorji in regulatorji signalnih poti, in
razvoju kovalentnih himernih razgrajevalcev (molekul PRO-
TAC) (7-9).

MEHANIZEM DELOVANJA

Vecina kZU v svoji strukturi vsebuje reaktivno funkcio-
nalno skupino, t. i. bojno glavo, ki je najpogosteje elek-
trofilne narave. Ta se kovalentno veze na nukleofilen ami-
nokislinski ostanek v tarénem proteinu, kot so cistein,
serin, histidin ali lizin. V primeru encimov gre pogosto za
kataliticne ostanke, ki imajo povecano reaktivnost. Izbira
bojne glave ima kljuCen vpliv na selektivnost, jakost de-
lovanja in varnostni profil KZU. Med najpogosteje upora-
blienimi so akrilamidi, kloroacetamidi in nitrili, saj omo-
gocCajo natan¢no modulacijo reaktivnosti in so hkrati
dovolj varni (5, 10-11).

11% Bolezi prebavil
28% Rakavaobolenja
1% oOstalo
Kardiovaskularne bolezni in bolezni
2% osrednjega zivéevja
21% Okusbe s patogeni

Slika 2: Razporeditev registriranih kZU po podrocjih uporabe. Povzeto po (5).
Figure 2: Distribution of therapeutic areas of covalent drugs. Adapted from (5).
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Slika 3: Dvostopenjski proces vezave kovalentnega zaviralca (1) na
encim (E). Povzeto po (3).

Figure 3: The covalent inhibitor (I) binds to the enzyme (E) in a two-
step process. Adapted from (3).

Poseben razred predstavijajo taréni kovalentni zaviralci (angl.
targeted covalent inhibitor, TCI), ki najprej prepoznajo tarco
preko specificnih nekovalentnih interakcij, nato pa ob ugodni
orientaciji tvorijo kovalentno vez z bliznjim nekataliticnim
aminokislinskim ostankom, obicajno cisteinom. Primer tak-
Sne ucinkovine je sotorasib, ki selektivno cilia onkogeno
mutacijo Gly12Cys v proteinu K-Ras, pri ¢emer izkoris¢a
mutirani ostanek za selektivno tvorbo kovalentne vezi. Ta
strategija omogoca visoko specificnost znotraj druzine so-
rodnih proteinov, medtem ko uporaba nizko reaktivnih bojnih
glav, kot so na primer akrilamidi, zmanjSuje tveganje nese-
lektivne vezave na izventarcne proteine (12, 13).

Se en pomemben razred so t. i. »samomorilski zaviralci«
(angl. mechanism-based oz. suicide inhibitors), ki sami po
sebi niso reaktivni, njihova bojna glava se namrec razkrije
Sele med encimsko katalizirano pretvorbo, ki hkrati vodi
do trajne inaktivacije encima. Primeri teh so klavulanska
kislina (B-laktamazni zaviralec), eflornitin (zaviralec ornitin
dekarboksilaze), selegilin (zaviralec monoamin oksidaze)
in vigabatrin (zaviralec y-aminobutanojska kislina amino-
transferaze) (14, 15).

Vezava kZU obicajno poteka v dveh korakih. Prvi je ne-
kovalentno prepoznavanije tarCe, ki temelji na klasi¢nih
interakcijah (vodikove vezi, ionske interakcije, van der
Waalsove sile, interakcije -1t in kation—-m) in je opisan z
vezavno konstanto K. V drugem koraku, ko sta bojna
glava in tar¢a ustrezno orientirani in v blizini, sledi kova-
lentna reakcija, katere hitrost doloca konstanta k.,
(slika 3). Za primerjavo udginkovitosti kZU se pogosto
uporablja razmerije k., ./K,, ki povezuje obe fazi vezave.

inact

Srednje inhibitorne koncentracije (IC,,) so za katakteri-
zacijo kZU neustrezne, saj se z daljSo predinkubacijo li-
ganda z encimom vrednost IC,, znizuje. Vseeno so lahko
uporabne kot presejalni test za identifikacijo potencialnih
kovalentnih zaviralcev (16, 17).

Kovalentna interakcija med kZU in tarCo je lahko reverzibilna
aliireverzibilna. Za ireverzibilne zaviralce velja, da je razpad
kovalentnega kompleksa pocCasnejSi od sinteze tar¢e de
novo (Ko, = 0 aliK o <Ko oo sintezar SlKa 3). Pri reverzi-
bilnih kZU pa kompleks razpade hitreje, kar omogoca na-
tan¢nejSo regulacijo aktivnosti in manjSo verjetnost hapte-
nizacije, torej nastanka imunogenih produktov. Znani primeri
reverzibilnih kZU so vildagliptin in saksagliptin (zaviralca di-
peptidil peptidaze 4; tvorba iminoetra), boceprevir (zaviralec
nestrukturnega proteina 3 virusa hepatitisa C; tvorba he-
miketala), bortezomib (proteasomski zaviralec; tvorba boro-
natnega estra), rivastigmin (zaviralec holin esteraz; tvorba
karbamata) (18, 19).

V primerjavi s klasi¢nimi ZU, ki delujejo izklju¢no prek re-
verzibilnih interakcij, imajo kZU ve¢ prednosti (slika 4). Z
ustreznim nacrtovanjem, ki vkljuuje zmanjSanje reaktivnosti
bojne glave ter optimizacijo nekovalentnih interakcij v za-
Cetnem kompleksu El (slika 3), je mogoce dosedi boljso
jakost delovanja. Zaradi nizjih odmerkov se zmanjSuje tve-
ganje za nespecificne ucinke in toksi¢nost, saj afiniteta do
tar€e ni ve¢ odvisna le od klasi¢nih interakcij, temvec jo
dodatno okrepi kovalentna vez. Kljub skrbnemu nacrtova-
nju vseeno ne moremo predvideti ali preprediti vseh moznih
nezazelenih ucinkov, ki vkljuCujejo tudi preobcutljivostne
reakcije in haptenizacijo, zato je potrebno temeljito testiranje
v predklini¢ni in Klini¢nih fazah razvoja novih kZU (2-5, 20).

NACRTOVANJE IN RAZVOJ
NOVIH KOVALENTNIH
ZDRAVILNIH UCINKOVIN

Nacrtovanje novih kZU lahko v grobem razdelimo na dva
glavna pristopa. Prvi temelji na izhodiS¢nem nekovalentnem
ligandu, Kjer v strukturo liganda nacrtno vgradimo elektrofiino
bojno glavo, ki je sposobna reagirati s to¢no dolocenim
aminokislinskim ostankom v taréi. Za ta pristop obi¢ajno
potrebujemo kristalno strukturo kompleksa ligand-tarca, pri
nacrtovanju pa si pomagamo s Stevilnimi racunalnigkimi me-
todami. Z uporabo tega principa sta bila razvita zaviralca ti-
rozin kinaz: ibrutinib in afatinib. Drugi pristop temelji na re-
Setanju knjiznic elektrofilnih spojin, Kjer najprej identificiramo
kovalentne ligande, nato pa z nadaljnjo optimizacijo in struk-
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PREDNOSTI
SLABOSTI

*  vedja jakost delovanja

*  vedja uéinkovitost ligandov (angl.
ligand efficiency)

*  dolgo zadrZevanje na tar¢i in dalj$i
udinek

*  uporaba nizjih odmerkov

*  manj verjeten pojav odpornosti pri
onkoloskih in protimikrobnih kZU

*  mozno je ciljanje proteinov, ki so
tezko dostopni za modulacijo z malimi
molekulami

» selektivnost pri TCI

*  udinek traja tudi po izlo€itvi proste
kZU iz telesa

*  po tvorbi kovalentne vezi ni ve¢
substratne kompeticije pri encimskih
taréah

* tipi€no ugodnejSe ADME lastnosti,
manjSa molekulska masa

* neselektivna vezava na izventaréne
makromolekule in posledi¢no
nezeleni uéinki (hepatotoksi¢nost,
mutagenost, kancerogenost ...)
mozna haptenizacija, alergijski
odziv, preobgutljivostne reakcije

»  zahtevnejSe nadrtovanje, razvoj in
vrednotenje

Slika 4: Prednosti in slabosti kovalentnih zaviralcev (3, 5, 16). ADME — absorpcija, porazdelitev, metabolizem, izloCanje, kZU — kovalentna

zdravilna ucinkovina, TCl — tarcni kovalentni zaviralci.

Figure 4: Advantages and disadvantages of covalent inhibitors (3, 5, 16). ADME — absorption, distribution, metabolism, elimination, kZU —

covalent binding drug, TCI — targeted covalent inhibitors.

turno podprtim nacrtovanjem izboljSamo njihove nekova-
lentne interakcije z izbrano taréo. K temu pristopu sodi tudi
t. i. »fragment growing«, Kjer identificiramo reaktivni fragment
z elektrofilno bojno glavo, ki mu nato postopoma dodajajmo
substituente ter s tem povecujemo afiniteto do izbrane tarée
prek nekovalentnih interakcij. Ta metoda omogoca SirSe
preiskovanje kemijskega prostora in je posebej uporabna v
zgodniih fazah odkrivanja zdravilnih ucinkovin (1, 10).

Za identifikacijo zadetkov pri obeh pristopih se poleg en-
cimske kinetike pogosto uporabljajo $e masna spektrome-
trija in kemoproteomske metode. Med slednjimi izstopa
profiliranje proteinov na osnovi aktivnosti (angl. activity-ba-
sed protein profiling, ABPP), ki onogoca neposredno oceno
encimske aktivnosti s pomodgjo kemi¢no reaktivnih sond.
Te poleg bojne glave vkljuCujejo Se poroCevalni element, ki
omogoca zaznavo vezave, denimo fluorofor ali biotin (21).

4.1 RAZVOJ NOVIH KOVALENTNIH
ZDRAVILNIH UCINKOVIN NA
FAKULTETI ZA FARMACIJO

Na Katedri za farmacevtsko kemijo, na Univerzi v Ljubljani,
Fakulteti za farmacijo, se Ze dalj ¢asa ukvarjamo z nadrto-

vanjem, sintezo in vrednotenjem novih kovalentnih zaviral-
cev razliénih encimskih tar¢. Na sliki 5 je predstavljenih ne-
kaj primerov iz raziskovalnih projektov naSe raziskovalne
skupine v zadnjih desetih letih. Vinil sulfon (slika 5-1) je bil
v Casu covida-19 identificiran kot kovalenten zaviralec gla-
vne proteaze (3CLP™) virusa SARS-CoV-2 (22). Kloroacet-
amid (slika 5-2) je bil znotraj serije najmocnejSi kovalentni
zaviralec UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaze
MurA, ki je udelezena v sintezi bakterijske celicne stene
(23). Kovalentna zaviralca MurA sta tudi 5-iodopirimidin
(slika 5-3) in bromo-ciklobutenaminon (slika 5-4) (24, 25).
2-cianobenzotiazol (slika 5-5) in psoralenski derivat
(slika 5-6) sta bila razvita kot zaviralca podenote B5i Clove-
Skega imunoproteasoma (26, 27). Kot zaviralci transpepti-
daze peniciln vezotega proteina 1b (PBP1b) iz Strepto-
coccus pneumoniae so bili razviti monobaktami, kot je
spojina (slika 5-7) (28), in boronska kislina (slika 5-8), ki
reagira z lizinom v PBP1b (29). Na podrocju nevrodegene-
rativnin bolezni smo odkrili O-aril karbamat (slika 5-9) kot
psevdoireverzibilen zaviralec CloveSke butirilholin esteraze
ter spojino na sliki 5-10. Slednja je plejotropno predzdravilo,
ki karbamoilira in hkrati zavre butirilholin esterazo, ob tem
se sprosti druga ZU, a, antagonist atipamezol, ki zavre hi-
perfosforilacijo proteina tau (30, 31). Trans-izomer 1-pro-
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Slika 5: Nekaj primerov kovalentnih zaviralcev, ki so bili v zadnjih 10 letih razviti v raziskovalni skupini na Katedri za farmacevtsko kemijo
Fakultete za farmacijo Univerze v Ljubljani. 3CLP™ — 3C-podobna proteaza, MurA — UDP-N-acetilglukozamin enolpiruvil transferaza, PBP —
peniciline vezoci proteini, BChE — butirilholin esteraza, MAO-B — monoamin oksidaza B.

Figure 5: Selected examples of covalent inhibitors developed in the past 10 years by our research group at the Department of
Pharmaceutical Chemistry, Faculty of Pharmacy, University of Ljubliana. 3CLF™° — 3C-like protease, MurA — UDP-N-acetylglucosamine
enolpyruvyl transferase, PBP — penicillin-binding proteins, BChE — butyrylcholinesterase, MAO-B — monoamine oxidase B.

pargil-4-stirilpiperidina (slika 5-11) je selektiven zaviralec
monoamin oksidaze B (MAO-B), medtem ko njegov cis-
izomer selektivno zavira izoformo A. Spojini sta primerni
kot vodnici za razvoj novin ZU za zdravljenje depresije in
Parkinsonove bolezni (32).

SKLEP

Kovalentne zdravilne ucinkovine predstavijajo sodoben in
racionalen pristop k razvoju ZU. Njihova sposobnost tvorbe
stabilnih vezi s tar€o omogocCa dolgotrajno in mocnejSe
delovanje, redkejSe odmerjanje ter potencialno manj ne-
zelenih ucinkov, kar jih postavlja v ospredje predvsem pri
zdravljenju onkoloskih, infekcijskih in nevroloSkih bolezni.
Ceprav je njihov razvoj povezan z izzivi, kot sta netar¢na
vezava in morebitna imunogenost, napredek na podrodju
nacrtovanja, profiliranja in optimizacije omogoc¢a zasnovo
ucinkovitih, selektivnih in varnih kovalentnih ucinkovin. Z
uravnotezenjem reaktivnosti in selektivnosti se kZU uveljav-
liajo kot pomembno orodje sodobne farmacije pri reSevanju
kompleksnih terapevtskih izzivov.
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