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Uplatnenie výsledkov projektu 

Výsledky projektu bude možné využiť pri vývoji nových antivirálnych liečiv určených pre 
liečbu pacientov infikovaných vírusom SARS-CoV-2. 

 
Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu v slovenskom jazyku 
(max. 20 riadkov) 
Projekt priniesol originálne výsledky v koordinovanom výskume piatich partnerských 
pracovísk špecializovaných na počítačový dizajn liečiv, štúdium biodostupnosti látok, 
syntézu liečiv, enzymatické a in vitro testovanie biologickej aktivity nových látok, ktoré 
inhibujú virálne enzýmy koronavírusu, ako aj replikáciu vírusu SARS-CoV-2 in vitro v 
infikovaných ľudských bunkových líniách. Výskum sa sústredil na tri skupiny potenciálnych 
ireverzibilných inhibítorov enzýmov  Mpro a PLpro SARS-CoV-2: peptidomimetické α-
ketoamidy ako inhibítory Mpro, deriváty bis-benzylidéncyklohexanónov a pyránové deriváty, 
ktoré inhibujú cysteínové proteázy Mpro a PLpro. Pomocou pokročilých metód 
molekulového modelovania a počítačovej chémie sme identifikovali sériu nových 
peptidomimetík, ktoré vykazovali vysokú predpovedanú väzbovú afinitu pre Mpro. Pri 
následnej syntéze týchto inhibítorov sa vyvinuli niektoré originálne postupy prípravy 
jednotlivých stavebných blokov, pospájanie jednotlivých segmentov však narážalo na 
problémy so stabilitou výsledných zlúčenín obsahujúcich benzotiazol. Preto sme paralelne 
vyvíjali ďalšie dve skupiny inhibítorov cysteínových proteáz, ktoré obsahujú miesto pre 
Michaelovu adíciu na cysteín. U bis-benzylidéncyklohexanónov sa  predpokladá inhibičná 
aktivita spojená s väzbou na cysteínové rezíduá v PLpro ako aj v Mpro SARS-CoV-2. Zo 
série 16 derivátov zosyntetizovaných na Univerzite v Terste enzýmové inhibičné testy 
potvrdili inhibíciu derivátov 98 a 120 pre Mpro aj PLpro, zatiaľ čo 98a inhibuje špecificky len 
PLpro. Pre túto sériu látok sa tiež namerala významná inhibičná aktivita na vírusom 
infikovaných bunkách 98 (IC50 5.7 µM), 120  (IC50 2.7 µM) a 98a (IC50 6 -12.7 µM). 
Enzýmové testy ukázali aktivitu štyroch pyránových derivátov VM1 - VM4. na PLpro  aj Mpro 
(IC50  35-80 µM). Na druhej strane in vivo testovanie na ľudských bunkách infikovaných 
vírusom SARS CoV-2 odhalilo vysokú antivirálnu aktivitu látok VM1 a VM2 (IC50 3-8 µM). 
Projekt tiež priniesol nové unikátne poznatky v štúdiu biodostupnosti inhibítorov 
cysteínových proteáz. Hlavné ciele projektu – navrhnúť, pripraviť a otestovať nové 
potenciálne inhibítory vírusu SARS-CoV-2, ako aj jeho esenciálnych enzýmov Mpro a PLpro 
nevyhnutných pre jeho replikáciu, boli splnené, napriek krátkej dobe riešenia projektu, a 
predovšetkým napriek sťaženým podmienkam pre výskumnú prácu počas pandemických 
obmedzení počas trvania projektu. Novo identifikované štruktúry otvorili možnosti pre ďalší 
vývoj k potenciálnemu využitiu ako liečivá proti ochoreniu COVID-19. 
 
Súhrn výsledkov riešenia projektu a naplnenia cieľov projektu v anglickom jazyku 
(max. 20 riadkov) 

The project brought original results in a coordinated study of five partner laboratories 
specializing in computer-assisted drug design, bioavailability studies, drug synthesis, 
enzymatic and in vitro testing of biological activity of new substances that inhibit coronavirus 
viral enzymes, as well as SARS-CoV-2 virus replication in vitro in infected human cell lines. 
The research has focused on three groups of potential irreversible inhibitors of the enzymes 
Mpro and PLpro of SARS-CoV-2: peptidomimetic α-ketoamides as Mpro inhibitors, bis-
benzylidene cyclohexanone derivatives and pyran derivatives that inhibit the cysteine 
proteases Mpro and PLpro. Using advanced molecular modeling and computational 
chemistry methods, we have identified a series of new peptidomimetics that showed high 
predicted binding affinities for Mpro. In the subsequent synthesis of these inhibitors, some 
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original methods for the preparation of individual building blocks were developed, but the 
interconnection of individual segments encountered problems with the stability of the 
resulting benzothiazole-containing compounds. Therefore, we have developed two other 
groups of cysteine protease inhibitors in parallel, which contain a site for Michael addition to 
cysteine. Bis-benzylidene cyclohexanones are expected to display inhibitory activity 
associated with cysteine residue binding in both PLpro and Mpro SARS-CoV-2. Of a series 
of 16 derivatives synthesized at the University of Trieste, enzyme inhibition assays 
confirmed the inhibition of derivatives 98 and 120 for both Mpro and PLpro, while 98a 
specifically inhibited only PLpro. For this series of substances, significant inhibitory activity 
was also measured on virus-infected cells: 98 (IC50 5.7 µM), 120 (IC50 2.7 µM) and 98a 
(IC50 6 -12.7 µM). Enzyme assays showed the activity of four pyran derivatives VM1 - VM4 
on PLpro and Mpro (IC50 35-80 µM). On the other hand, testing on virus-infected human 
cells revealed high in vitro antiviral activity of VM1 and VM2 (IC50 3-8 μM). The study of the 
bioavailability of cysteine protease inhibitors also brought new unique findings. The main 
goals of the project - to find new potential inhibitors of the essential enzymes of the SARS-
CoV-2 virus necessary for its replication were met despite the extremely short duration of 
the project, as well as the complex pandemic conditions for the research work. The newly 
identified structures opened up opportunities for further development for potential use as 
drugs against COVID-19. 
 


