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교육 과정 개요

- 교육 과정명:소분자 화합물(Small Molecule)항암제 개발을 위한 의약화학 및 약리 기전 실무

- 교육 대상:석·박사급 신입 연구원 및 타 부서(합성화학/약리생물/Tox)전입 연구원

- 중점 질환/표적: 4세대 EGFR(L858R/T790M/C797S)삼중 변이 비소세포폐암(NSCLC)치료를
위한 가역적(Reversible) Non-covalent Kinase억제제 개발
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1 모듈 1:도입부 (Target Validation &Molecular Biology)

1.1 EGFR Signaling Pathway및 4세대 내성 변이 기전
국내외신약개발연구에서가장흔히직면하는고전적이면서도치명적인표적중하나가 EGFR(Epidermal
Growth Factor Receptor)입니다. EGFR은수용체타이로신키나아제(RTK)패밀리에속하며,리간드(EGF,
TGF-α등)가세포외도메인에결합하면 Homo-혹은 Hetero-dimerization을일으키고,세포내키나아제
도메인의 자가인산화(Autophosphorylation)를 유도합니다.

[EGF Ligand Binding]
�

[EGFR Dimerization & Autophosphorylation]
�

�������������������������������
� �

[Ras-Raf-MEK-ERK (MAPK)] [PI3K-Akt-mTOR]
� �

[Cell Proliferation & Growth] [Cell Survival & Anti-apoptosis]

- 1세대/2세대 억제제 (Gefitinib, Erlotinib, Afatinib):활성화 변이(L858R, Exon 19 deletion)를
표적했으나, ATP결합부위의 Gatekeeper아미노산이메티오닌으로치환되는 T790M변이로인해
약물이 밀려나는 입체장해(Steric Hindrance)및 ATP친화도 회복으로 내성이 발생했습니다.

- 3세대 억제제 (Osimertinib, Lazertinib): T790M변이를 극복하기 위해 키나아제 활성 부위 주변
의Cysteine797 (C797)잔기와공유결합(Covalentbond)을형성하는 Acrylamide탄두(Warhead)
를 탑재하여 임상적 성공을 거두었습니다.

- 4세대 극복 표적 (L858R/T790M/C797S): C797잔기가 세린(Serine)으로 변이되는 C797S삼중 변
이가 발생하면,친핵성 설프히드릴기(−SH)가 극성 하이드록시기(−OH)로 바뀝니다.이로 인해 3
세대 치료제의 Acrylamide탄두가 Michael Addition반응을 유도하지 못해 공유결합 형성이 원천
차단되며 약효를 상실합니다.

- 4세대 소분자 개발의 방향성:세린(Serine 797)은 황(Sulfur)에 비해 친핵성이 현저히 낮아 공유결
합 유도가 매우 어렵습니다.따라서강력한 비공유결합성(Non-covalent),가역적(Reversible)
ATP-competitive억제제 혹은 Allosteric(알로스테릭)억제제를 개발하는 것이 4세대 EGFR신약
개발의 핵심 패러다임입니다.

1.2 Target Engagement및 Biophysical Assay선택 기준
표적 단백질과 약물 후보물질 간의 물리적 결합 및 세포 내 효능을 증명하는 것은 Target Validation과
Lead Generation단계의 척도입니다.

[Hit Identification / Lead Optimization Assay Cascade]
�

�����������������������������
� �

[Cell-Free] [Cell-Based]
� �

������������������� �������������������
� � � �

[HTRF/ELISA] [SPR] [Western Blot] [CETSA]
(Enzyme Activity) (Kinetics) (Signaling) (Target Engagement)
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1.2.1 1.2.1 Cell-Free Biophysical & Biochemical Assays

1. HTRF (Homogeneous Time-Resolved Fluorescence) / ELISA

- 목적: Recombinant EGFR (L858R/T790M/C797S)단백질 효소 활성 저해능(IC50)측정.
- 원리 및 선택 기준: Europium등 도너(Donor)와 XL665등 억셉터(Acceptor)간의 FRET현상
을이용한 Homogeneous(세척과정이없는)분석법으로, High-Throughput Screening(HTS)
에 적합합니다.단,효소의 Km값에 따른 ATP농도 설정이 매우 중요하며,실질적인 결합 속도
론적 정보는 제공하지 못합니다.

2. SPR (Surface Plasmon Resonance)

- 목적:화합물과 표적 단백질 간의 결합 평형 상수(Kd)및 결합/해리 속도 상수(kon, koff)측정.
- 원리 및 선택 기준:센서 칩 표면에 EGFR삼중 변이 단백질을 고정화한 후,화합물을 흘려주어
굴절률 변화를 통해 분자 간 결합을 실시간 검출합니다.

- 임상적 연계: Residence Time (τ = 1/koff)이 긴 화합물일수록 체내에서 약물이 세척(Wash-
out)된 후에도 표적에 오래 머물러 우수한 In vivo효능을 나타낼 가능성이 높습니다.따라서
단순히 Kd값만 보는 것이 아니라 koff가 느린 물질을 선별하기 위해 SPR은 필수적입니다.

1.2.2 1.2.2 Cell-Based Assays (Translational Biology)

1. Western Blot (Phospho-EGFR / Total EGFR)

- 목적: 실제 암세포주(예: Ba/F3 또는 H1975 변이 도입 세포주) 내에서 EGFR 자가인산
화(p-EGFR)및 하위 시그널링(p-Akt, p-ERK)의 억제 효능(GI50, IC50)검증.

- 선택 기준:분리된 단백질 환경(Cell-free)과 세포막을 통과해야 하는 생체 환경(Cell-based)간
의 격차(In vitro-to-Cellular shift)를 확인하는 1차 관문입니다.세포막 투과성(Permeability)
이나 높은 혈장 단백질 결합(Plasma Protein Binding)으로 인해 Cell-free효능이 세포 수준에
서 상실되는지 판단합니다.

2. CETSA (Cellular Thermal Shift Assay)

- 목적:생체 외 세포 내부(Intact cell)환경에서 화합물이 실제 표적 단백질과 직접 결합하는
지(Direct target engagement)증명.

- 원리및선택기준:단백질은열을가하면변성(Denaturation)되어침전되지만,리간드와결합
한단백질은열역학적안정성(Tm증가)을얻어가용성상태를유지합니다.세포에약물을처리
한 후 단계별 온도 자극을 주어 상등액에 살아남은 EGFR단백질 양을 Western Blot또는 고처
리량 질량분석기(MS)로 분석합니다.이 분석법은 형광 표지 없이 ’세포 내 표적 결합’을 물리적
으로 증명하는 골드 스탠다드(Gold Standard)입니다.
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2 모듈 2:의약화학적 접근 (Medicinal & Organic Chemistry)

2.1 키나아제 ATP결합 포켓의 유기화학적 분석
4세대 EGFR (L858R/T790M/C797S) ATP결합 부위는 다음과 같은 하부 포켓(Sub-pocket)으로 세분화됩
니다.가역적 억제제 설계 시 각 영역과의 정밀한 분자간 상호작용(Intermolecular Interaction)을 최적
화해야 합니다.

[ Gatekeeper (Met790) ] (Steric wall)
�
�

[ Hinge Region ] ��� [ Adenine Pocket ] ��� [ Hydrophobic Pocket II ]
(Asp855, Met793) �

�
[ Solvent Exposed Region ] (Lys745, Asp800, Ser797)

1. Hinge Region (힌지 영역):Met793의 주쇄(Backbone)아미드 NH및 Carbonyl기가 존재합니다.
여기에 수소결합 도너(Donor)와 억셉터(Acceptor)를 동시에 배치하는 Heterocyclic Scaffold (예:
Pyrrolo[2,3-d]pyrimidine, Indazole, Quinazoline)를 코어로 설정합니다.

2. Gatekeeper (Met790):부피가큰메티오닌잔기가입체장해를유발하므로, Scaffold가메티오닌
측쇄와 충돌하지 않으면서도 안정적인 Van der Waals상호작용을 형성하도록 flat한 방향족 고리
나 소수성 링커를 도입해야 합니다.

3. Solvent Exposed Region (용매 노출 영역): Ser797및 Asp800이 위치합니다.이 영역은 극성 용
매(물)에 노출되므로, Solubilizing Group(예: Morpholine, Piperazine, N-methylpiperazine)을 도
입하여수용성을개선하고(logD조절),추가적인정전기적인력(Salt Bridge)을형성하도록유도합
니다.

2.2 작용기(Functional Group)변화에 따른 열역학적 최적화 (SAR)

2.2.1 2.2.1 Bioisostere (바이오이소스터,등가등전자체)치환 전략

수소 결합 패턴을 유지하되 단백질과의 정전기적 맵을 미세조정하거나 대사 안정성을 극대화하기 위해
등가치환을 적용합니다.

[Aromatic CH / Nitrogen Bioisosteres]

H F
� �

����� �����
���� ���� ������������ ���� ����

����� �����
� �
H H

(Electron-rich, (Fluorine block,
Metabolically vulnerable) Lower pKa, Stronger C-F dipole)

- Benzene to Pyridine/Pyrimidine치환:방향족 고리의 C −H를 N (질소)으로 치환하면 고리 자
체의 π-electron density가 감소하여 소수성 스태킹(π-π stacking)의 정전기적 상호작용이 강화됩
니다.또한,질소 원자가 추가적인 수소결합 수용체 역할을 수행하여 Hinge영역 주변의 물 분자를
전치(Displace)시키며 엔트로피적 이득을 얻을 수 있습니다.

- Fluorine (F )도입 효과: C −H 결합을 강한 분극을 가진 C − F 결합으로 치환하면 전자 구름을
세게 잡아당겨(Inductive effect)인접한 염기성 기의 pKa를 낮춥니다.이는 생리적 pH(7.4)에서 화
합물의 이온화 비율을 감소시켜 막 투과성(Permeability)을 향상시키며, CYP450효소의 산화적 대
사(Metabolic oxidation)공격 지점을 차단합니다.
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2.2.2 2.2.2카이랄성(Chirality)제어와 결합 에너지 분석

비대칭 중심(Chiral Center)의 입체 배치는 단백질 키나아제 결합 포켓 내부의 3차원적 기하학적 매칭을
좌우합니다.

∆Gbinding = ∆H − T∆S = −RT lnKd

- Eutomer와 Distomer의에너지장벽격차:활성이성질체(Eutomer)는수소결합및 hydrophobic
pocket입착을 통해 음의 엔탈피 변화(∆H < 0)를 최대화합니다.반면,비활성 이성질체(Distomer)
는 입체적 충돌(Steric clash)을 유발하여 결합 시 단백질의 비틀림(Conformational strain)을
요구하므로, 엔탈피적 손실을 발생시키거나 유연한 링커의 회전을 제한하여 큰 엔트로피적 손
실(−T∆S > 0)을 낳아 친화도가 수백 배 이상 떨어집니다.

[Eutomer Binding (Optimal)] [Distomer Binding (Sub-optimal)]

Good hydrophobic fit Steric clash / Strain
������������� �������������
� Pocket � � Pocket �

������� ������� ������� �������
� �-H-F-� � � � XXX � �
������� � ������� ������� � �������

� �
(R)-Enantiomer (S)-Enantiomer
(Enthalpy-driven binding) (High strain enthalpy loss)

2.2.3 2.2.3분자간 상호작용의 화학적 기전

1. 수소 결합(Hydrogen Bonding):정전기적 인력과 궤도함수 중첩(Covalency character)이 혼재되
어 있습니다.결합 거리가 2.8Å에서 3.2Å범위 내에서 정렬되고,기하학적 각도가 180◦에 가까울수
록 강한 결합 에너지(−2 ∼ −5 kcal/mol)를 부여합니다.

2. 소수성 상호작용(Hydrophobic Interaction):물 속에 분산되어 있던 소수성 유기 화합물이 단백
질의 Hydrophobic Pocket(예: EGFR의 L718, V726, A743잔기로둘러싸인 공간)내부로들어갈 때,
화합물주변을둘러싸며무질서도가고정되어있던물분자(Solvation shell of ordered water)들이
자유로운벌크수용액상태로풀려나게됩니다.이로인해생기는계전체의엔트로피증가(∆S > 0)
가 주된 결합 원동력입니다.
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3 모듈 3:약리학적 평가 및 최적화 (Pharmacology & PK/PD)

3.1 약력학(PD)관점의 약효 및 선택성(Selectivity)평가 지표

Ki =
IC50

1 + [S]
Km

(Cheng-Prusoff Equation for Competitive Inhibitor)

- IC50 (Half maximal inhibitory concentration)는 특정 효소 활성 측정 조건(특히 기질 [S]의 농도)
에 따라 값이 변하는 상대적 지표인 반면,Ki는 저해제의 본질적인 열역학적 평형 결합 상수입니다.

- Kd (Dissociation constant)는 효소 촉매 반응이 없는 상태에서 단백질과 약물이 결합 및 해리되는
열역학적 평형 상수이며,Ki는 효소 활성 저해 능력을 나타내는 기능적 상수입니다.억제제가 완벽
한 경쟁적 저해제(Competitive inhibitor)라면 Kd와 Ki는 이론적으로 일치합니다.

3.1.1 선택성 스크리닝 (Kinome Profiling)

소분자 EGFR억제제 개발 시 가장 큰 허들은Wild-Type EGFR (WT EGFR)저해에 의한 Off-target독성
(피부 발진,설사 등)및인접 키나아제(예: ErbB2, ErbB4, JAK2)저해입니다.

[Kinase Profiling Selectivity Index]

WT EGFR (Off-target Toxicity)
Kd = 150 nM (Safety Margin: 150-fold)

�
�

Compound-X ������������������ EGFR L858R/T790M/C797S (On-target)
� Kd = 1.0 nM
�

JAK2 (Off-target Toxicity)
Kd = 800 nM (Safety Margin: 800-fold)

- Selectivity Index (SI)계산:

SI =
IC50 (WT EGFR or JAK2)

IC50 (EGFR L858R/T790M/C797S)

최소 100배 이상의 안전 마진(Safety Margin)을 확보해야 임상 단계에서 용량 제한 독성(DLT)없이
유효 용량을 투여할 수 있습니다.

3.2 약동학(PK)관점의 ADME제어 가이드라인
신약개발의 전반적인 성공률은 후보물질의 흡수(Absorption),분포(Distribution),대사(Metabolism),
배설(Excretion)특성에 달려 있습니다.
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[ADME Optimization Circle]

�������������
� Lipophilic�
� Balance �
�������������

�
������������� [ LogD7.4 = 2.0 ~ 3.0 ] �������������
� Metabolic � ����������� � ����������� � Permeability�
� Stability � � � & F% �
������������� ������������� �������������

� Low CYP �
� Affinity �
�������������

3.2.1 3.2.1 Lipophilicity (logD7.4)의 전략적 조절

- logD7.4가 너무 높으면(> 4.0):수용성 감소로 인한 경구 흡수 제한,높은 혈장 단백질 결합(PPB)으
로 인한 유효 유리 약물 농도(Cu)감소,간 마이크로솜 대사 효소(CYP450)에 대한 친화도 급증으로
간 클리어런스(Clhep)가 폭발적으로 상승합니다.

- logD7.4가 너무 낮으면(< 1.0):세포막 지질 이중층 투과성이 저하되어 경구 흡수율(Bioavailability,
F%)이 떨어지고,뇌혈관 장벽(BBB)투과율이 감소하여 뇌전이 폐암 환자에 대한 치료 효능을 기대
할 수 없습니다.

- 적정 타깃: logD7.4 = 2.0 ∼ 3.0부근으로 제어하는 것이 ADME균형 최적화의 제1법칙입니다.

3.2.2 3.2.2대사 안정성(Metabolic Stability)향상 및 CYP억제 회피 전략

1. Deuterium Substitution (중수소 치환, Kinetic Isotope Effect):탄소-수소(C −H)결합을 탄
소-중수소(C−D)결합으로치환하면,중수소의더무거운질량으로인해결합의 Zero-point energy
가낮아집니다.이로인해결합해리에필요한활성화에너지(Ea)가높아져, CYP에의한산화적탈알
킬화(Oxidative dealkylation)반응 속도가 현저히 느려집니다. (대표 사례: Deucravacitinib)

2. CYP3A4및 CYP2D6억제(Inhibition)회피:화합물이 강한 염기성 3급 아민(Tertiary amine)을 포
함하고 있으면, CYP2D6 active site내의 Asp301잔기와 이온 상호작용을 형성하여 강하게 결합하
므로 다른 약물의 대사를 방해합니다.염기성 작용기 주변에 입체 장해를 주거나(Steric shielding),
불소(F )또는 헤테로 원자를 인접시켜 이온화 강도를 조절하여 pKa를 7.0 ∼ 8.5수준으로 완화하면
CYP2D6가역적 억제 문제를 해결할 수 있습니다.
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4 모듈 4:실무 챌린지 시뮬레이션 (R&D Case Study)

4.1 가상의 위기 상황 (The In Vitro-to-In Vivo Disconnect)

상황 기술: 4세대 EGFR 가역적 억제제 도출 과제에서 합성된 리드 화합물 Lead-101은
Cell-free 및 Cell-based EGFR 삼중변이 저해 활성에서 매우 우수한 효능(IC50 = 1.8 nM,
p-EGFR cellular IC50 = 8.5 nM)을 보였습니다. 그러나 마우스(Mouse) 모델을 이용한 In
vivo PK단회 정맥 투여(IV)실험 결과,간 클리어런스(Clearance)가 85mL/min/kg (마우스
간혈류량 ≈ 90mL/min/kg에근접)으로극도로높게관찰되었습니다.이로인해반감기(t1/2)
가 0.15시간 미만으로 관찰되었으며,경구 투여(PO)시 전신 노출량(AUC)이 거의 검출되지 않
아 생체이용률(Bioavailability, F%)이 3%미만이었습니다.

[Lead-101 Chemical Structure & Metabolic Vulnerability]

Metabolic Hotspot (Benzylic Oxidation)
�
�

O CH3
� �

Scaffold �C�NH ��� � CH3 (Highly Lipophilic, LogD = 4.2)
�
H

�
�

Metabolic Hotspot (N-Dealkylation)

4.2 실패 원인 분석 (Failure Mode Analysis)

1. 과도한 지질친화성(Lipophilicity): ‘Lead-101‘의 분자 내에 존재하는 치환기들이 과도한 소수성을
띠고있어,분해분배계수(logD7.4)가 4.2로매우높았습니다.이는간의마이크로솜내인지질막에
화합물이 고농도로 포획되게 만들며,간 세포막에 존재하는 대사 효소들과의 무차별적인 접촉을 유
도합니다.

2. 대사 취약 부위(Metabolic Hotspots) 노출: 구조 분석 결과, 코어 Scaffold 우측 링커에 메틸
기(−CH3)가 치환된 벤질 포지션(Benzylic carbon)과 말단 N,N-dimethyl 기가 노출되어 있었
습니다.이 부분들은 CYP3A4에 의한 산화적 탈메틸화(Oxidative demethylation)및 탄소 수산
화(Hydroxylation)대사에 지극히 취약하여 First-pass extraction ratio (EH )가 0.9를 상회하게 되
었습니다.

4.3 화학적/약리학적 해결 방안 (Good Case Optimization)

연구팀은 ‘Lead-101‘의키나아제활성주머니내수소결합패턴을저해하지않으면서,물리화학적성질을
개선하는 방향으로 구조 최적화를 단행했습니다.
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[Optimization Strategies for Lead-101]

1. Fluorine Block 2. Nitrogen Heterocycle Insertion
(H -> F) (Benzene -> Pyridine)

� �
� �

������� �������
���� F ���� ���� N ����

������� �������
� �
� �

Prevents CYP Hydroxylation Lowers LogD, Reduces Lipophilic PPB

4.3.1 1단계:대사 취약 부위의 Fluorine Block및 Deuteration

- 대사가 시작되는 벤질 탄소 자리에 전자 끌개 그룹인 불소 원자(−F )를 도입하거나,양성자(−H)를
중수소(−D)로 치환했습니다.

- 원리:불소의강한인덕티브효과에의해 C −H 결합의전자밀도가감소하여 CYP450철-옥소복합
체(Fe=O)의 수소 추상화(Hydrogen abstraction)반응 속도가 물리적으로 지연됩니다.

4.3.2 2단계:소수성 벤젠 고리를 헤테로 고리(Pyridine/Pyrimidine)로 대체

- 원리:벤젠 고리 하나를 피리딘 고리로 치환함으로써 분자의 극성 표면적(Polar Surface Area, PSA)
을 넓히고, logD7.4를 4.2에서 2.4로 하향 조정했습니다.이는 비특이적인 간 마이크로솜 흡착을 방
지하여 Free fraction (fu)을 올리고,간 클리어런스 수치를 획기적으로 줄여줍니다.

4.3.3 3단계:말단 Dimethyl group의 대체 (Bioisosteric ring closure)

- 쉽게 잘려 나가는 −N(CH3)2기를 대사적으로 훨씬 안정한 고리형 에테르인Oxetane(옥세탄)또
는 수용성 향상용Morpholine(모폴린)고리로 전환 결합시켰습니다.

- 원리:말단 메틸기의 회전 자유도를 결합 고리화(Ring closure)를 통해 구속함으로써,대사 효소 공
동(Active pocket)내로쉽게진입하지못하게하는입체화학적방어선(Steric hindrance shielding)
을 구축했습니다.

4.3.4 최적화 전후 PK Profile비교 데이터
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표 1:최적화 전후 PK Profile비교 데이터 (Mice, IV & PO)

파라미터 최적화 전 (Lead-101) 최적화 후 (Lead-102) 개선효과및의약화학적기전
logD7.4 4.2 2.5 적정 지질친화성 도달로 수용

성 및 대사 안정성 동시 확보
Clhep (mL/min/kg) 85.0 12.5 대사핫스팟제거및 CYP친화

도 저하로 간 대사율 극적 감
소

Vss (L/kg) 12.4 2.8 과도한조직흡착감소로적정
분포용적 회복

t1/2 (hr) 0.15 2.6 클리어런스저하및적정분포
용적유지를통한반감기연장

F (%) < 3% 58% First-pass metabolism극복
에따른경구흡수생체이용률
대폭 상승

5 모듈 5:이해도 체크 (Advanced Quiz)

5.1 [문제 1]엔탈피 및 엔트로피 구동형 결합 (Enthalpy-Entropy Compensation)

질문: 의약화학 분야에서 신약 후보물질의 최적화 도중 흔히 관찰되는 현상인 Enthalpy-
Entropy Compensation (EEC)에 대하여 설명하시오.또한, EGFR키나아제 ATP결합 포켓
내부에서 수소 결합(Hydrogen bonding)을 강화하여 엔탈피적 이득(∆H < 0)을 얻고자 할
때,이것이 분자의 회전 자유도(Rotatable bonds)제한에 따른 엔트로피적 손실(−T∆S > 0)
과 어떻게 상충하는지 Gibbs자유 에너지 식(∆G = ∆H − T∆S)에 근거하여 논술하시오.

5.1.1 [정답 및 메커니즘 중심 해설]

1. EEC (Enthalpy-Entropy Compensation)개념:화합물의 구조를 변경하여 표적 단백질과의 상호
작용(예:새로운 수소 결합)을 추가함으로써 결합 엔탈피(∆H의 음수 값 증가)를 유리하게 개선하면,
결합 상태에서 분자의 자유도가 억제되어 계의 엔트로피가 감소(∆S의 음수 값 증가,즉 −T∆S의
양수 값 증가)하게 되는 상쇄 현상입니다.이로 인해 최종 Gibbs자유 에너지(∆G)변화가 기대만큼
일어나지 않게 됩니다.

2. 열역학적 정밀 메커니즘 분석:

- 수소결합 강화와 엔탈피적 이득:억제제 분자에 아미드나 우레아 같은 극성 수소결합 공여체/
수용체를 새로 도입하면 힌지 영역의 아미노산 주쇄와 강력한 정전기적 극성 상호작용이 형성
됩니다.이는 결합 시 결합 에너지 방출을 유도하여 ∆H를 마이너스 방향으로 견인합니다.

- 로테이터블 본드 수와 엔트로피적 패널티:새로 도입된 극성 작용기에 결합된 링커들이 유연
한 단일 결합(Rotatable bonds)형태를 지니고 있을 경우,용액 속 자유 상태(Unbound state)
에서는 수많은 형태이성질체(Conformers)로 존재하며 높은 엔트로피를 가집니다.그러나 단
백질 포켓에 결합하는 순간 고정된 하나의 형태로 강제 고정(Frozen conformation)되므로 큰
엔트로피적 벌점(−T∆S > 0)을 지불해야 합니다.

- 의약화학적돌파구 (Rigidification):이상충관계를극복하기위해의약화학자들은 Scaffold
Rigidification(구조적 고정화)전략을 취합니다.미리 결합 형태(Bioactive conformation)를
모방하도록 화합물을 고리형 구조(e.g., Spiro ring, fused ring)로 합성하여 자유 상태에서의
분자 엔트로피를 애초에 낮춰놓음으로써 결합 시 지불해야 하는 엔트로피적 비용을 최소화합
니다.
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5.2 [문제 2] Mechanism-Based Inactivation (MBI)과 구조 개선 전략
질문:어떤 후보물질이 CYP3A4효소에 대해 Time-Dependent Inhibition (TDI)을 일으
키며,그 기전이Mechanism-Based Inactivation (MBI,자살성 불활성화)으로 판명되었
습니다.이 화합물의 구조 내에 포함된 알킨(Alkyne, −C ≡ C−)잔기가 CYP3A4효소와 공
유결합을 형성하는 유기화학적 메커니즘을 반응식 경로 수준에서 상세히 설명하고,이를 타
깃 효소(EGFR)저해 활성 손실 없이 회피하기 위한 구체적인 의약화학적 구조 변형(Scaffold
modification)아이디어를 2가지 제안하시오.

5.2.1 [정답 및 메커니즘 중심 해설]
[Alkyne MBI Activation Mechanism]

[CYP3A4 Fe(IV)=O] (Active Oxygen)
�
�

R1 ��� C � C ��� R2 ���������������� R1 ��� C � C ��� R2 (Reactive Oxirene)
� �
O
�
�

[Nucleophilic Attack]
(Apo-enzyme / Heme group)

�
�

[Covalent Adduct Formation]
(Irreversible Enzyme Death)

1. 알킨(Alkyne)에 의한MBI유기화학적 기전:

- 단계 1 (산화 반응): CYP3A4효소의 포르피린 철-옥소 복합체(FeIV = O)가 약물 분자 내의 화
학적으로 불포화된 알킨(−C ≡ C−)삼중결합을 기질로 인식해 반응성이 극도로 높은 중간체
인Oxirene(옥시렌)또는 케텐(Keten)유도체로 산화시킵니다.

- 단계 2 (공유결합 형성):이 산화 활성화된 고에너지 중간체는 친전자성(Electrophilic)이 비정
상적으로 높습니다.이때 주변에 인접해 있는 CYP3A4효소 아포단백질의 친핵성 아미노산 측
쇄(예: Lysine의 −NH2또는 Cysteine의 −SH)혹은 헴(Heme)고리의 질소 원자가 이 중간체
를 친핵성 공격(Nucleophilic attack)하여가역적이지 않은 공유결합성 Adduct를 형성합니
다.

- 결과:효소의 활성 부위가 영구적으로 파괴되어 기질 대사 능력이 소실되며,이는 심각한 임상
적 약물-약물 상호작용(DDI)과 독성을 야기합니다.

2. 의약화학적 구조 변형 해결책 (2가지):

- 해결책 A (Isosteric Saturated Linker로의 치환):
- 설명:불포화된 삼중결합 알킨 기를 포화된 탄소 사슬(예: Ethyl linker,−CH2 − CH2−)또
는 에테르 산소 링커(−CH2 −O−)로 치환합니다.

- 기전:포화된 단일 결합 시스템은 CYP3A4에 의해 에폭시화(Epoxidation)될 우려가 원천
적으로 배제되므로,친전자성 중간체 형성을 차단하여 MBI유발 인자를 소거합니다.

- 해결책 B (Aza-heterocycle을 이용한 Scaffold Rigidification및 Pharmacophore재치
환):
- 설명:알킨 결합이 선형 연결체로서 수행하던 물리적 거리와 정렬 방향을 유지하도록,평
면적이고 대사적으로 안정한 1,2,3-Triazole고리 혹은 Isoxazole고리로 Bioisostere치
환(Click chemistry모방)을 단행합니다.
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- 기전:복소환 고리는 방향족성(Aromaticity)으로 인해 산화 환원 반응에 매우 안정하여
CYP3A4에 의한 반응성 중간체 생성이 원천 불가능합니다.동시에 수소결합 수용체 역할
을보완하여타깃(EGFR)포켓내의친수성아미노산잔기와추가결합력을제공할수도있
습니다.
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