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uvoD

Novi koronavirus sodi med betakoronaviruse, ki vsebuijejo
enojno verigo RNA, obdano z nukleokapsido in ovito s
fosfolipidno membransko ovojnico (1). Virus membrano
pridobi z brstenjem iz ¢loveskih celic, zato je po strukturi
zelo podobna membrani Cloveskih celic. V membrano so
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POVZETEK

Bolezen covid-19, ki jo povzroCa novi koronavirus,
je lahko tudi smrtna, zato je razvoj novih protivirusnih
ucCinkovin z delovanjem proti SARS-CoV-2 izred-
nega pomena. V preglednem clanku bomo pred-
stavili makromolekulska prijemaliS¢a virusa SARS-
CoV-2 kot potencialne tarCe za razvoj zdravilnih
ucinkovin ter ucinkovine ali kandidate za ucinkovine,
ki delujejo protivirusno in kazejo obetavne ucinke v
terapiji covid-19.

KLJUCNE BESEDE:
covid-19, koronavirus, protivirusne ucinkovine,
SARS-CoV-2

ABSTRACT

The covid-19 disease, which is caused by SARS-
CoV-2, can be fatal. Therefore, there is an urgent
need for the development of novel antiviral drugs
against SARS-CoV-2. In this review article, we de-
scribe macromolecular structures of SARS-CoV-2
as potential targets for antiviral drugs. Furthermore,
we present drugs or drug candidates with antiviral
mode of action and promising effects in covid-19
therapy.
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vgnezdeni strukturni glikoproteini, med katerimi so najbolj
znani proteini S v obliki bodic (ali t. i. spike proteins) (1).
Protein S se veze na encim angiotenzin konvertazo tipa 2
(ACE2), ki je prisoten na povrsini membrane plju¢nih epi-
telijskih celic gostitelja (2). Poleg tega pomembnega struk-
turnega proteina S pa SARS-CoV-2 vsebuje Se druge
strukturne proteine, kot so proteini N (nukleokapsida, nuc-
leocapsid), E (ovojnica, envelope) in M (membrana, mem-
brane).

Virus SARS-CoV-2 vsebuije Se Sestnajst nestrukturnih pro-
teinov, od katerih imajo nekateri encimsko funkcijo, kot so:
od RNA odvisna RNA-polimeraza (RdRp), glavna cisteinska
proteaza 3CLpro in papainu podobna proteaza PLpro (2,
3). Vse te makromolekulske tarée ponujajo odlicno osnovo
za nacrtovanje zdravilnih ucinkovin z delovanjem proti virusu
SARS-CoV-2. Raziskave najintenzivneje potekajo v smeri
razvoja zaviralcev proteaze 3CLpro in RNA-polimeraze
RdRp, za katere poznamo tudi kristalne strukture, ki omo-
gocajo strukturno podprto nacrtovanje (4).
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Hiter razvoj potencialnih protivirusnih u€inkovin omogoca
velika podobnost virusa SARS-CoV-2 z Ze predhodno po-
znanima virusoma SARS-CoV in MERS-CoV (5). Ta pod-
obnost nam omogoca, da lahko v kratkem Casu testiramo
veliko Stevilo znanih spojin z dokazanim delovanjem na
SARS-CoV in MERS-CoV, s pomocjo ¢esar so ze identifi-
cirali potencialne protivirusne ucinkovine, ki so v predkli-
nicnih in klini¢nih fazah razvoja (6). Za odkrivanje protivi-
rusnih ucinkovin in cepiv je kljuénega pomena tudi
interakcija med proteinom S in ACE2, saj je to zadetni
stik, ki omogodi vstop virusa v gostiteljsko celico (1). Hiter
potek raziskav in pospeseno vrednotenje obetavnih spojin
v Kkliniénih preskusanijin nam dajeta upanje, da bo kmalu
na voljo varno in ucinkovito zdravilo in/ali cepivo proti bo-
lezni covid-19. V nadaljevanju bomo predstavili klju¢ne
spojine s protivirusnim delovanjem, predvsem njihov me-
hanizem delovanja, medtem ko so rezultati klini¢nih pre-
skuSanj najobetavnejsih spojin predstavljeni v Slanku Z
dokazi podprto zdravijenje covid-19 z zdravili v tej Stevilki
Farmacevtskega vestnika.

PROTIVIRUSNE UCINKOVINE

Zaradi pandemicnih razseznosti okuzb z virusom SARS-
CoV-2 raziskave v smeri razvoja protivirusnih ucinkovin
za zdravljenje covid-19 potekajo zelo intenzivno. Ker je
razvoj zdravilne ucinkovine dolgotrajen proces, ki lahko
traja tudi ve¢ kot deset let, je v trenutnem polozaju klju¢no,
da identificiramo in v klini¢nih preskuSanjin najprej vred-
notimo predvsem zdravilne ucinkovine ali kandidate, ki
s0 ali so ze bili v Kliniénih preskusanjih. Za te spojine po-
znamo Stevilne podatke o varnosti, profil nezelenih ucin-
kov in tako lahko vrednotimo varnost in ucinkovitost pri
zdravljenju bolnikov s covid-19. Ta postopek odkrivanja
zdravilnih u€inkovin v angleScini imenujemo drug repur-
posing ali drug repositioning (7), ki pomeni, da znani ucin-
kovini v novih klini¢nih preskusanjin dokazemo varnost in
ucinkovitost za drugo indikacijo kot je ta, za katero je bila
predhodno registrirana. Seveda obstaja bojazen, da no-
bena od Ze znanih u€inkovin ne bo uspesna v klini¢nih
preskusanijin za zdravljenje covid-19, zato sta klju¢na tudi
odkrivanje in razvoj novih spojin, od katerih Zelimo v Elanku
izpostaviti predvsem spojino EIDD 2801. Prijemalis¢a spo-
jin s protivirusnim delovanjem so prikazana na sliki 1, iz
katere je razvidno, da se lahko z majhnimi molekulami

vpletamo v razli¢ne faze zivljenjskega cikla virusa SARS-
CoV-2.

2.1 UCINKOVINE, KI PREPRECUJEJO
VSTOP VIRUSA V GOSTITELJSKO
CELICO

Pri prepreCevanju vstopa virusa v celico lahko delujemo
tako na virusne proteine kot tudi na proteine gostiteljske
celice ali pa s spremembo pH v endosomih vplivamo na
endocitozo.

2.1.1 Kamostat

Kamostat (slika 2) deluje kot zaviralec serin proteaz in je
od leta 2006 registriran na Japonskem za zdravljenje kro-
ni¢nega pankreatitisa. Deluje tudi kot zaviralec transmem-
branske serin proteaze 2 (TMPRSS2) na membrani gosti-
teljske celice, ki ima klju¢no vlogo pri vstopu SARS-CoV-2
v celico. Encim TMPRSS2 je namre¢ odgovoren za cepitev
in aktivacijo proteina S SARS-CoV-2, ki se veze na recep-
tor ACE2 gostiteljske celice. Na celi¢ni liniji Calu-3 so po-
kazali, da lahko z zaviranjem TMPRSS2 s kamostatom
prepre¢imo vstop razliénim koronavirusom, kot so SARS-
CoV, MERS-CoV in SARS-CoV-2, in dosezemo tudi zmanj-
Sanje okuzbe celic s SARS-CoV-2 (2). Na osnovi te razi-
skave so predlagali kamostat kot potencialno ucinkovino
za zdravljenje covid-19, vendar rezultati klini¢nih raziskav
Se niso znani.

2.1.2 Umifenovir

Umifenovir (slika 2), poznan tudi kot arbidol, je Sirokospek-
tralna protivirusna spojina, ki je v Rusiji in na Kitajskem v
uporabi za zdravljenje gripe. Mehanizem delovanja umife-
novirja je vecplasten, saj opisujejo tako neposredno viru-
cidno delovanje kot tudi vpliv v razli¢nih stopnjah virusnega
cikla, kot sta vstop virusa v gostiteljsko celico in replikacija.
Umifenovir je hidrofobna, Sibko bazi¢na spojina, ki se zaradli
svoje planarne strukture vgrajuje v membrane. Neposredno
protivirusno delovanje tako povezuijejo z interakcijo z aro-
matskimi aminokislinskimi ostanki strukturnih virusnih gli-
koproteinov in/ali z virusno lipidno ovojnico (8). Z rentgen-
sko kristalografijo so pokazali tudi, da se umifenovir veze
na hemaglutinin virusa gripe in na ta nacin prepreci njegovo
konformacijsko spremembo, ki je potrebna za zlitie mem-
bran in s tem vstop virusa v gostiteljsko celico (9). Ker so
na Kitajskem v zgodnjih fazah poteka bolezni covid-19
uporabljali tudi nekatere ucinkovine za zdravljenje gripe,
S0 raziskali protivirusno delovanje umifenovirja, baloksavirja,
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Slika 1: Prilemalis¢a ucinkovin s protivirusnim delovanjem proti SARS-CoV-2.
Figure 1: Targets of drugs displaying antiviral activity against SARS-CoV-2.

laninamivirja, oseltamivirja, peramivirja in zanamivirja proti
SARS-CoV-2 in vitro. Med temi ucinkovinami je najmo-
¢nejSe delovanje izkazoval umifenovir, za katerega so ugo-
tovili, da prepreCuje vezavo SARS-CoV-2 na gostiteljsko
celico in vpliva tudi na spros¢anje virusa iz znotrajceli¢nih
veziklov, ki nastanejo po vstopu virusa v celico (10). Rezul-
tati manjSe klini¢ne raziskave, ki je vkljuevala 86 bolnikov
z blazjo do zmerno obliko covid-19, od katerih jih je 34
prejemalo kombinacijo lopinavir/ritonavir, 35 umifenovir, 17
pa nobene protivirusne terapije, so pokazali, da monote-
rapija z umifenovirjem nima pomembnega ucinka na potek
bolezni (11).

2.1.3 Klorokin in hidroksiklorokin

Klorokin in hidroksiklorokin (slika 2) sta peroralno uporabni
zdravilni u€inkovini, ki ju Ze vrsto let uporabliamo v profilaksi
in za zdravljenje malarije. Hidroksiklorokin izkazuje tudi
imunomodulatorno delovanije in je pridobil dovoljenje za
promet za zdravljenje revmatoidnega artritisa, porfirije in
generaliziranega lupusa eritematozusa. Za obe ucinkovini
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je znano tudi, da delujeta proti nekaterim RNA-virusom,
pri Cemer ima hidroksiklorokin moc¢nejse protivirusno de-
lovanje proti SARS-CoV-2 (12). Mehanizem delovanja teh
dveh ucinkovin poteka na ve¢ nivojih. Znano je, da klorokin
in hidroksiklorokin zaradi bazi¢nih lastnosti zviSata pH v
znotrajceli¢nih organelih, kot so endosomi in lizosomi. Ker
je kisel pH v endosomih predpogoj za zlitje virusne mem-
brane z membrano lizosoma, na ta nacin preprecita vstop
SARS-CoV-2 v gostiteljsko celico. Klorokin lahko dodatno
prepreci vstop virusa v celico tudi preko vpliva na po-
sttranslacijsko glikozilacijo receptorja ACE2 in proteina S
SARS-CoV-2. Klorokin deluje tudi kot ionofor za cinkove
ione, ki pri vedji znotrajceli¢ni koncentraciji zmanjSajo bio-
sintezo virusne od RNA odvisne RNA-polimeraze. Pred-
vsem hidroksiklorokin dodatno deluje tudi protivnetno, in
sicer preko zmanjSanja izrazanja TNFaq, interlevkina 1,
interlevkina 6 in zmanjSanja aktivacije signalne poti MAPK-
kinaze, kar bi lahko imelo ugoden vpliv na potek bolezni
covid-19 v drugi fazi, preden pride do pojava citokinske
nevihte (13).
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Slika 2: UCinkovine, ki preprecujejo vstop virusa SARS-CoV-2 v gostiteljsko celico.

Figure 2: SARS-CoV/-2 host cell entry inhibitors.

2.2 ZAVIRALCI OD RNA ODVISNE RNA-
POLIMERAZE SARS-COV-2

RdRp ima kljucno vlogo pri replikaciji virusa SARS-CoV-2,
zato je pomembna tar¢a za odkrivanje protivirusnih ucin-
kovin. RdRp SARS-CoV-2 in SARS-CoV imata vec kot 95-
odstotno podobnost aminokislinskega zaporedja, kar je
omogocilo hitro testiranje velikega nabora spojin, ki so
predhodno Ze izkazovale delovanje proti SARS-CoV, pa
tudi ostalim virusom z RNA (14, 15).

2.2.1 Favipiravir

Favipiravir (T-705, slika 3) je protivirusna ucinkovina, ki so
jo odkrili z reSetanjem kemijskih knjiznic. Deluje tako, da
selektivno zavira RdRp. NatancénejSi mehanizem delovanja
razkriva, da gre za predzdravilo, saj se favipiravir Sele znotraj
celice s celicnimi encimi fosforibozilira do aktivne oblike,
favipiravir ribofuranozil-5’-trifosfata, tega pa nato kot sub-
strat (lazni purinski nukleotid) prepozna RdRp, kar vodi v
zaviranje RNA-polimerazne aktivnosti (16, 17). Vkljuditev
laznih nukleotidov v virusno RNA povzrodi njeno visoko
stopnjo mutacij, ki ustvarjajo nezivi virusni fenotip (18). Ker
je kataliticna domena RdRp ohranjena med Stevilnimi tipi
virusov RNA, ima favipiravir Sirokospektralno protivirusno
delovanje (16). UCinkovit je ne le proti Stevinim tipom in
podtipom virusa gripe, vkljuéno s podtipom pticje gripe,
temvec tudi ostalim virusom RNA, kot so arenavirusi, han-

tavirusi, bunjavirusi, norovirusi in filovirusi, ki povzrocajo
hemoragi¢no mrzlico (16, 18, 19). Zaradi edinstvenega
mehanizma delovanja favipiravir predstavlja tudi obetavno
zdravilno ucinkovino v boju proti ostalim virusom RNA, kot
je SARS-CoV-2.

Zdravilo favipiravir je od leta 2014 registrirano na Japon-
skem za zdravljenje gripe, vendar le za posamezne podtipe
virusa in v posebnih okolis¢inah bolezni, proucevali so so
ga tudi pri zdravljenju ebole (19). Favipiravir je teratogen,
kar zahteva dodatno previdnost pri uporabi. Sicer pa ima
v dosedanijih klini¢nih raziskavah ugoden profil nezelenih
ucCinkov z blagimi gastrointestinalnimi tezavami in asimp-
tomatskimi dvigi sec¢ne kisline, moznost peroralnega zdra-
vljenja in relativno majhno tveganije za interakcije z zdravili
pa predstavljajo dodatne prednosti zdravila (20). Trenutno
poteka ve¢ klinicnih raziskav, ki proucujejo ucinkovitost
favipiravirja kot samostojno ali kombinirano zdravljenje co-
vid-19.

2.2.2 Remdesivir

Remdesivir (GS-5734, slika 4) so razvili za zdravljenje
okuzb z virusom ebola, a $e nima dovoljenja za promet
(21, 22). UCinkovina je fosforamidatno predzdravilo ade-
nozin C-nukleozida, ki se po mehanizmu podobnega
predzdravila sofosbuvirja v jetrih z esterazami pretvori
do ustreznega fosforamidata, nato pa s tkivnimi fosfo-
ramidazami do 5'-monofosfata. Slednji se v celicah
pretvori do trifosfata (slika 4) in zavira delovanje virusne
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RdRp - upocasnjuje sintezo virusne RNA, kot nado-
mestni substrat tekmuje z adenozin trifosfatom za
vgradnjo v RNA in ovira kontrolno branje (vnasa mutacije
v virusni genom). Tako upocasnijuje ali zavira sintezo vi-
rusne RNA (23, 24). Omenjeni mehanizem delovanja
nakazuje na moznost delovanja proti Sirokemu spektru
virusov RNA. V raziskavah na ¢loveskih celicah in vitro
je remdesivir izkazal uc€inkovitost proti razli¢nim virusom
RNA, vklju¢no s SARS-CoV, MERS-CoV in SARS-CoV-
2. V raziskavah na poskusnih Zivalih je ob zgodnjem
zaCetku zdravljenja okuzbe zavrl replikacijo virusa ebola
v opicah rezus ter virusa SARS-CoV v misih. Remdesivir
je glede na rezultate manjsih klini¢nih raziskav ena od
najbolj obetavnih spojin za zdravljenje covid-19 in je na
voljo za socutno uporabo pri bolnikih, ki nimajo moz-
nosti vkljucitve v klinicna preskusanja. Na osnovi dose-
danjih podatkov o varnosti in u¢inkovitosti pri zdravljenju
covid-19 je na Japonskem pridobil dovoljenje za pro-
met.

2.2.3 EIDD 2801

EIDD 2801 (slika 3) je peroralno uporabno predzdravilo
z ugodnimi farmakokineti¢nimi lastnostmi, ki je v pred-
klini¢ni fazi razvoja in ima Sirok spekter delovanja proti
virusom RNA (25). Izopropilni ester EIDD 2801 se po
zauZitju hidrolizira do B-p-N*-hidroksicitidina, ki se nato
pretvori v ustrezni N-hidroksicitidintrifosfat, ki zavira
RdRp koronavirusov, vklju¢no s SARS-CoV-2, pri repli-
kaciji pa ga ta encim vgradi v nastajajoCo verigo virusne
RNA. Po vgradnji v RNA ne deluje kot prekinjevalec ve-
rige, temveC sprozi nastanek zelo velikega Stevila mu-
tacij virusne RNA, kar pri translaciji vodi do okvarjenih,

nefunkcionalnih virusnih proteinov, s ¢imer je dosezeno
protivirusno delovanje. Potencial za razvoj rezistence
proti EIDD 2801 je zelo nizek (26). Ena od pomembnih
lastnosti EIDD 2801 je tudi, da v primeru MERS-CoV
deluje na proti remdesivirju odporen MERS-CoV. Ker
sta mutirani aminokislini (F480L in/ali V557L) ohranjeni
v RdRp vecine koronavirusov, predstavljata potencial
za razvoj rezistence proti remdesivirju tudi pri SARS-
CoV-2 (26). Delovanje EIDD 2801 je tako obetavno za
nadaljnji razvoj in moznost kombinirane terapije z rem-
desivirjem v primeru klinicno pomembnega razvoja re-
zistence SARS-CoV-2 proti remdesivirju. Obetavno pro-
tivirusno delovanje EIDD 2801 in vitro in in vivo nakazuje
velik potencial te spojine za zdravljenje covid-19, vendar
bo treba pocakati na rezultate na¢rtovanih klini¢nih ra-
ziskav, ki bodo dokazale tako varnost kot ucinkovitost
te spojine.

2.3 ZAVIRALCI VIRUSNE PROTEAZE
3CLPRO

Lopinavir/ritonavir

Ucinkovini lopinavir in ritonavir (slika 5) sta zaviralca aspartat
proteaze virusa HIV-1 in ju uporabliamo v terapiji okuzb z
virusom HIV. Lopinavir so razvili kot optimiziran analog ri-
tonavirja z delovanjem na proti ritonavirju odpornemu HIV-
1. UCinkovini uporabliamo v kombinaciji, saj ritonavir deluje
kot zaviralec citokromov P450, s ¢imer dosezemo visjo
plazemsko koncentracijo lopinavirja (27). Pri SARS-CoV-2
predpostavljajo, da ucinkovini zavirata cistein proteazo
3CLpro, s Cimer preprecita cepitev virusnega poliproteina

@)
F N
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=
N OH

favipiravir

remdesivir

EIDD 2801

Slika 3: Zaviralci od RNA odvisne RNA-polimeraze z delovanjem proti SARS-CoV-2.
Figure 3: RNA-dependent RNA polymerase inhibitors with antiviral activity against SARS-CoV-2.
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Slika 4: Shema bioaktivacije remdesivirja.
Figure 4: Bioactivation of remdesivir.

na funkcionalne proteine in s tem dosezeta protivirusno
delovanje.

2.4 INTERFERONI

Interferoni so skupina citokinov, ki jih izloCajo Stevilne
vrste gostiteljskih celic kot odziv na vdor patogenov,
tudi virusa SARS-CoV-2, in na ta nacin uravnavajo
odziv imunskega sistema. Sprosceni interferoni Scitijo
celice, iz katerih se spro$&ajo, kot tudi celice v njihovi
neposredni blizini pred napadom virusov. Pri virusnih
okuzbah imajo pomembno viogo predvsem interferoni
a in B, ki jih uvrS¢amo med interferone tipa I. Delujejo

tako, da inducirajo nastanek protein kinaze R, ki ne-
specificno zavira sintezo proteinov, in RNaze L, ki raz-
gradi celi¢no in virusno RNA. Posledica tega je zmanj-
Sevanje nastajanja novih kopij virusa. Interferoni
spodbujajo tudi izraZzanje poglavitnega histokompati-
bilnega kompleksa tipa I, s ¢imer stimulirajo delovanje
citotoksic¢nih limfocitov T CD8+, aktivirajo naravne ce-
lice ubijalke in izzovejo zorenje dendriticnih celic. Ker
koronavirusi, tudi SARS-CoV-2, nosijo genski zapis za
proteine, ki posredno zavirajo nastajanje interferonov
tipa | in tako delujejo imunosupresivno, interferoni tipa
| predstavljajo obetavne kandidate za zdravljenje bolezni
covid-19 (28, 29).

lopinavir

Slika 5: Zaviralca cistein proteaze 3CLpro virusa SARS-CoV-2.
Figure 5: SARS-CoV-2 cysteine protease 3CLpro inhibitors.

ritonavir
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SKLEP

Odkrivanje potencialnih kandidatov za zdravljenje covid-
19 poteka zelo intenzivno tako v predklinicnih kot tudi v
klinicnih fazah razvoja s ciljanjem razlicnih stopen;j zivljenj-
skega cikla virusa SARS-CoV-2. Pravi potencial predsta-
vljenih ucinkovin za zdravljenje covid-19 bo znan Sele po
rezultatin randomiziranih klini¢nih raziskav, ki trenutno po-
tekajo na velikem Stevilu bolnikov. Nenazadnje pa je zelo
pomemben tudi predklini¢ni razvoj novih strukturnih tipov
spojin in spojin z novimi mehanizmi delovanja za uspeSen
boj s koronavirusi, ne samo SARS-CoV-2, tudi v prihod-
nosti.
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