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Anotace

Predkladana prace se zabyva jednotlivymi aspekty syntézy novych metallakarboranovych
substitu¢nich derivati kobalt bis(dikarbolidu), navrzenych s cilem vyvinout u€inna virostatika u¢inkujici
jako inhibitory HIV-1 proteasy (HIV-1 PR) su¢innosti proti kmentim rezistentnim vici konvenénim
organickym inhibitorim. Tyto latky budou ptedany k provedeni testii kinetiky inhibice na izolovaném
enzymu HIV-1 PR pro stanoveni inhibi¢ni koncentrace nutné k poklesu aktivity enzymu o 50% (ICx).
Hodnoty ICsy spolu s druhem mechanismu G¢inku, pokud bude stanoven, budou posléze porovnany
s vlastnostmi funk¢niho substituentu daného derivatu kobalt bis(dikarbolidu). Tyto poznatky poslouzi
Kk pochopeni vlivu rtiznych funkénich skupin na klicové vlastnosti mozného budouciho 1é¢iva. Pro tyto
ucely bylo navrzeno, pfipraven0o a charakterizovano 5 novych slouéenin, obsahujici motiv jedné, nebo
dvou kobalt bis(dikarbolidovych) jednotek vzajemné propojenych diethylenglykolovym fetézcem se
zabudovanou funkéni skupinou v centru molekuly. Syntetizované latky byly charakterizovany S pouzitim
pokrocilych instrumentalnich metod strukturniho vyzkumu — hmotnostni Spektrometrie s ionizaci

elektrosprayem (MS ESI) a nuklearni magnetické rezonance (NMR).

Klic¢ova slova: metallakarborany, kobalt bis(dikarbolid), COSAN, HIV-1 proteasa, inhibitor, virostatika



Annotation

Presented work deals with various aspects of the synthesis of new derivatives of substitutional
metallacarborane cobalt bis(dicarbollide) derivatives, designed to develop effective antivirals acting as
inhibitors of HIV-1 Protease (HIV-1 PR) with activity against resistant strains to conventional organic
inhibitors. These substances will be forwarded for testing the kinetics of inhibition on the isolated enzyme
HIV-1 PRto determine inhibitory concentrations required to decrease enzyme activity by 50% (ICs). ICs
values, combined with the type of mechanism of inhibition, if determined, will then be compared with the
properties of the functional substituent of the cobalt bis(dicarbollide) derivative. These findings will be
used to improve the knowledge about influence of different functional groups on key characteristics of
potential future carborane antivirals. For this purpose, five new compounds containing a motif of one or
two cobalt bis (dikarbollide) units interconnected via dioxane chain with integrated functional group in the
center of the molecule were designed, prepared and characterized. Synthesized compounds were
characterized using advanced instrumental methods of structural research - mass spectrometry with

electrospray ionization (MS ESI) and nuclear magnetic resonance (NMR).

Keywords: metallacarboranes, cobalt bis-(dicarbollide) COSAN, HIV-1 protease, inhibitor, antivirals
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1. Uvod

K blokaci funkce HIV-1 proteasy (HIV-1 PR), homodimerniho enzymu s primarni strukturou
sestavajici z 99 aminokyselin, jehoz funkce je zasadni pro replikaci viru HIV uvnitt buné€k hostitele, bylo
do klinické praxe uvedeno jiz 10 nizkomolekularnich proteasovych inhibitorti (PT). @ Stavajici PI jsou
slozité organické molekuly, které svou strukturou napodobuji peptidické vazby v polymernim substratu
(peptidomimetika), které vsak proteasa nedokaze §tépit. Zpravidla se jedna o latky s nizkou biologickou
@

dostupnosti, vysokymi naklady na jejich az 11-ti krokovou syntézu, *’ nezadoucimi vedlejSimi ucinky a

latky, ke kterym si velmi c¢asto hostujici virus vytvoril rezistenci mutacemi aminokyselin v

primérni struktuie enzymu. @

Viru HIV zbaveného funkéni proteasy neni umoznéno syntetizovat nové podjednotky virovych
kapsid — kapsomery, nebot’ tyto podjednotky resp. jejich zakladni protein p24 (obr. 1-1c) vznikaji
$tdpenim Fetdzce prekurzoru Pr55Gag (obr. 1-1a) pravé pomoci HIV-1 PR. @ ©

V soucasné dobé¢ nejsou Pl v ramci 1€cby uzivany samostatné, nybrz v kombinaci s jinymi druhy
virostatik dle sou¢asné metodiky 1é¢by AIDS, HAART (highly active anti-retroviral therapy), ktera uréuje
jako optimalni 3-4 druhy 1é¢iv podavanych v soub&hu. © Piedchézi se tak piedéasnému vzniku rezistence,
ktery je v ptipadé organickych PI jinak velmi ¢asty. Prvné byl vznik rezistence pozorovan u Saquinaviru,
prvniho inhibitoru HIV-1 PR schvaleného pro klinické pouziti, viéi kterému si vyvinulo rezistenci mnoho

o . . ’ ~r, 7 01: _ wr1iw 7 r 7 ;o (7
kmentl viru zejména v po&atcich, kvili piili§ nizkému davkovani.

1 130 374 500
(A) gag p17 matrix protein p24 capsid protein p7 pé
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(B) p17/24 p17 matrix protein p24 capsid protein
1 244
(C) p24 p24 capsid protein

Obr. 1-1. Schéma sStépeni peptidického retézce Pr55Gag. Podjednotka p17 pomaha HIV proniknout do
jadra hostitelské buriky, podjednotka p24 je zakladnim proteinem kapsidy virionu, podjednotky p6 a p7
se vazou na molekulu RNA viru a chrani ji pfed ucinky jadernych nukleas. Pfevzato z prace A. Meyers et

al.; Expression of HIV-1 antigens in plants as potential subunit vaccines; BMC Biotechnology 2008 8:53.



Dnes je Saquinavir obdobn¢ jako jina PI obvykle uzivan v kombinaci s jinym 1é¢ivem, Ritonavirem,
ktery spiSe nez jako PI pusobi jako kompetitivni inhibitor jedné z isoforem 3A4 komplexu jaterniho
enzymu Cytochromu P-450, ktery jinak Saquinavir a dalsi antivirotika inaktivuje C-H hydroxylaci a
umoziiuje tak jejich rychlé vyludovani z organizmu. ® Aktivni systém Cytochromu P-450 tak snizuje
biologickou dostupnost 1é¢iva v séru a 1é¢ivo musi byt podavano v opakovanych vysokych davkach, které
pFinaseji vyrazné nezadouci vedlejsi uginky vlivem zvysujici se cytotoxicity. ©

Mocnou zbrani v boji proti HIV by se jednou mohly stat abiogenni metallakarboranové slouceniny,
19 zejména derivaty tzv. COSANu (Cobaltacarborane Sandwich Anion), coZ je latka sestavajici ze dvou
strukturné stalych trojrozmérnych dvacetisténnych karboranovych subklastrii (kleci) sestavajicich ze dvou
atomd uhliku a deviti atomti boru. Dohromady jsou subklastry svazany atomem kobaltu s formalnim
oxida¢nim ¢Cislem III, ve kterém je sloucenina nejstabilngjsi. COSAN v této podobé je monoaniont,
nejcasteji se s nim setkdvame ve formé bezvodé cesné soli. Poprvé byl pfipraven M. F. Hawthornem a

spolupracovniky v roce 1965, ¢V

Dukazem, ze karboranové slouCeniny mohou jednou hrat velikou roli v terapii proti HIV, jsou
dosavadni vysledky stanoveni u¢innosti inhibice HIV-1 PR in vitro a in vivo. ® Kli¢ovymi vlastnostmi
boranovych klastrti, které jim propijcuji jejich vyjimeéné vlastnosti, jsou jejich neobvykla chemicka a
fyzikalni stalost, 3D uspotradani atomti boru v klastru a predev§im hydrofobni charakter molekul. Kavita
dimeru HIV-1 PR je totiz az na katalyticky aktivni misto pfevazné hydrofobni. Klastr COSANu se
nekovalentné vaze ke kavité enzymu v misté¢ dvou hydrofobnich kapes tvofenych postrannimi fetézci
aminokyselinovych zbytkil Pro81, Val82 a Ile84 a klapek Ile47, Gly48 a Ile54 HIV-1 PR ', kterou tak
kompetitivné inhibuje (obr. 1-2a) zabranim mista ur¢eného pro substrat v kavit€¢ enzymu a naslednymi

C ey . 10
konformac¢nimi zménami enzymu. (10)

Metallakarboranové inhibitory vykazuji unikatni zpisob vazby na molekulu HIV-1 PR. 2 Velikou
vyhodou jsou ve srovnani s konvenénimi PI vyrazné niz§i hodnoty vitality pfi inhibici mutantnich variant

HIV-1 PR (viz ptiloha 1a).

! Aminokyselinové zbytky mohou byt jiné v zavislosti na pfip. mutacich zkoumaného typu HIV.



Zavedeni proteasovych inhibitor do klinické praxe se ukazalo byt velikym krokem ke zlepSeni
kvality i délky Zivota nakazenych pacientil. © Zatimco v roce 1995 zaujimal HIV ve Spojenych statech
americkych prvni misto mezi pfi¢inami smrti lidi mezi 25 az 44 lety zivota (viz pfiloha 2), po uvedeni
Saquinaviru ™ v roce 1995 a Indinaviru a Ritonaviru ™ v roce 1996 umrtnost v diisledku nakaZeni virem

HIV vyrazné poklesla.

Skute¢nym problémem se ale stava schopnost viru piekonavat pomyslnou “genetickou bariéru”
jednotlivych funkénich inhibitori a nevyhnutelny vznik rezistence. Ve vysledku je pak nutno pouzivat Pl
druhé, ptip. tfeti volby (Saquinavir, Indinavir a Nelfinavir dle HAART (3)), u kterych Ize ocekavat
vyrazn&jsi vedlejsi ucinky a nizsi uginnost. ® @ Navic u pacientti dochazi ke vzniku tzv. kiizovych
rezistenci, které mohou znemoznit pouziti dalsich Pl. © ) Tomuto trendu lze zabranit jenom soustavnym
vyvojem novych, ucinnéjSich virostatik, metod zvysSovani jejich biologické dostupnosti v organismu a

zkoumanim novych cest k inhibici metabolickych drah klicovych pro maturaci a Sifeni viru.

B

monomer A

Obr. 1-2. Snimek z rentgenové krystalografie znazoriujici inhibovanou molekulu HIV-1 PR s kavitou
vyplnénou dvéma anionty COSANu (A). Obrazek B znazorfiuje molekulu proteasy inhibovanou
lopinavirem (Zlutd), neinhibovanou (zelend) a inhibovanou COSANovymi anionty (A). Jsou zde patrné
vyrazné konformacni zmény HIV-1 PR, které zabranuji ¢innosti enzymu. Prevzato z prace Petr Cigler,
Milan KoZi$ek, Pavlina Rezadcova et al. From nonpeptide toward noncarbon protease inhibitors:

Metallacarboranes as specific and potent inhibitors of HIV protease, 102:43, PNAS, 2005
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2. Cil prace

Cilem této prace je navrh, pfiprava a charakterizace zcela novych potencialné u¢innych molekul
inhibitort HIV-1 PR se strukturou substituovanych metallakarboranovych derivati na zaklad¢ studia
struktury stavajicich molekul metallakarboranovych inhibitor a formulace souboru vlastnosti zvysujicich,
¢i snizujicich jejich u¢innost (inhibiéni konstanty, vitalita, rozpustnost ve vod¢, toxicita aj.) v zavislosti na

druhu substituentu.

Tyto metallakarboranové derivaty budou tvofené dvéma podjednotkami COSANu spojenymi
organickym fetézcem s centralni skupinou, kterou by méla byt néktery z katecholamint, pfip. jeho
prekurzori, nebot’ HIV-1 PR dle piedchozich studii jevi vysokou afinitu k dimerim Tyr-Pro a Phe-Pro ),
co? je zékladem fungovani nékterych antivirotik, napt. Saquinaviru. @” Pozadavky na centralni funkéni

skupinu derivatu jsou shrnuty v oddile 3.2.2.

Zkoumani fyzikalnich, chemickych a biologickych vlastnosti pfipravenych latek vychazejici z jejich
napf. isostert hydroxyethylaminu a k hlubsimu pochopeni vlivu slabych vazebnych interakci a zejména
vodikovych vazeb na miru Géinnosti inhibice vyjadienou jako ICsp, pfip. zpisobu inhibice, pokud bude

stanoven.
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3. Teoreticka cast

3.1. HIV -virus lidské imunitni nedostatec¢nosti

Roku 1981 byla ve Spojenych stitech americkych ve mést¢ Los Angeles klinicky pozorovana
skupina 5 homosexualnich muzl, se zvlastnimi oportunnimi infekcemi bez zjevné piiciny. Jednalo se o

(19) (20)

napadeni plic houbami rodu Pneumocystis 18) 5 pozdéji o tzv. Kaposiho sarkom, vzacné rakovinné

onemocnéni.

v s o % v o - ’ r v : . 21
Onemocnéni pivodné nemélo svilj vlastni nézev, oznaGovalo se jako forma lymfadenopatie, ¢V

pozd&ji GRID (gay-related immune deficiency), ® ptip. nemoc 4H, nebot’ nemoc si vybirala Castdji
homosexudly, hemofiliky, nitroZilni narkomany (heroin) a Haitany. ® Jakmile se viak zjistilo, Ze
syndrom neni izolovan jen v téchto komunitach, americké CDC (Centrum pro kontrolu nemoci a prevenci)

jej pojmenovalo AIDS. @ Paivodce nemoci byl viak stale neznamy.

O dva roky pozdé&ji v roce 1983 byl skupinami dr. Roberta Charlese Galla a dr. Luca Montagniera

@ (human T-lymphotropic virus - Gallo) a LAV ®®

simultanné objeveny viry HTLV-lI
(lymphadenopathy-associated virus - Montagnier). Po zji§téni, ze se jedna o stejné pivodce, byl roku 1986

pijat jednotny nazev human immunodeficiency virus — HIV. ¢”

Virus HIV patif mezi retroviry, nebot’ jeho geneticka informace je uchovavana ve formé RNA, @®

ktera je pii napadeni buinky pfevedena do formy hostitelské DNA procesem znamym jako reverzni

(30)

transkripce. ® Taxonomicky lze virus zafadit rodem téz mezi tzv. lentiviry, ® nebot’ — jak napovida &ast

nazvu lente, lat. pomaly — méa velmi dlouhou inkubaéni dobu. ®” HIV ma dva hlavni subtypy — HIV-1 a
HIV-2, pfiemz HIV-2 je prib&hem i symptomaticky mirn&jsi a nemocni se doZivaji vyssiho véku. @2
Napadanim buné€k imunitniho systému zptsobuje syndrom ziskané imunitni nedostate¢nosti (Acquired

Immune Deficiency Syndrome - AIDS). ®®

Mezi lidmi se prenasi témét vyhradné krvi, virus se vSak téz vyskytuje ve spermatu, preejakulatu,
posevni tekuting a matefském mléku. 3G9

Onemocnéni HIV se povazuje za tzv. zoon6zu, nebot’ miiZze byt pfenaseno lidmi i nékterymi zvitaty.
Jako nejpravdépodobnéjsi ptivodni zdroj nemoci se jevi primati zijici na Gzemi jizniho Kamerunu, u nichz
se poprvé rozvinula nemoc SIV (Simian immunodeficiency virus — virus imunitni nedostate¢nosti opic),

kterd zmutovala do divoké formy HIV-1,

V dnesni dobé je boji proti HIV vénovéana velika pozornost vladnich organizaci i védecké

spolegnosti. ¥
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3.1.1.Zivotni cyklus

Po tspésném vniknuti do organismu HIV napada bunky imunitniho systému a CNS s CD4 receptory
antigenti — primarné CD4" T-pomocné lymfocyty, sekundarné makrofagy (dendritické buiiky, monocyty
aj.) a gliové buiiky. ®” Virus se na CD4 receptor vaze pomoci ligandu gp120 ukotveného na povrchu

fosfolipidové membrany pomoci integralniho gp41 (viz obr. 3.1.1-1-1). ®® Kromé toho se virus vaZe na

chemokinové receptory a - CXCR-4 a - CCR-5. 9 ¢0)

Rady virti napadajicich CD4 pozitivni buiitky na a-chemokinovém receptoru se oznacuji X4, “? tady
napadajici B-chemokinové receptory jsou oznatovany R5. “? Rady schopné cilit na oba receptory se
ozna&uji X4R5. “ Pribéh nemoci u lidi nakazenych HIV fady R5 je mirngjsi, u lidi nakazenych fadou X4
dochazi k rychlejsimu poklesu podtu CD4+ T-lymfocyti. “? V priibdhu nemoci vak i u fad R5 dochazi

k postupnému ziskani schopnosti vazat se i na B-chemokinové receptory CXCR-4.

Nejprve se gpl20 vaze na receptor CD4, coz zpisobi konformacni zménu obalu viru a odhaleni
vazebnych mist gpl20 pro chemokinové receptory po jejichz navazani integralni gp41l pronikne
cytoplasmatickou membranou butiky a zptsobi fuzi virového obalu s plasmalemou a uvolnéni kapsidy do
cytosolu. ¥ @9 Bghem transportu dojde k piepisu virové RNA na ss cDNA enzymem reverzni
transkriptasou, ktery ma také funkci DNA-dependentni DNA polymerasy slouzici k doplnéni
komplementarniho Fetézce k nové syntetizované molekule ss cDNA (viz obr. 3.1.1-1-2). “” Retézec je

posléze zaglenén do genetické informace hostitelské buiiky virovou integrasou (viz obr. 3.1.1-1-3). “®

CD4 receptor
CCRS receptor
-OR-
CXCR4 receptor

HIV RNA

11V glycoprotein
HIV glycoprotein HIV DNA
—_

7 5 X N
I é Host DNA \

e

i 3 O

HIV envelope

o
o

o

HIV mRNA

HIV protein chain

Obr. 3.1.1-1. Diagram prbéhu Zivotniho cyklu HIV od napadeni buriky po vytvoreni nové virové castice.

Pfevzato s Upravami s laskavym dovolenim z materidlG AIDSinfo, The HIV Life Cycle. 49
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Transkripce genetické informace viru je mimo jiné podminéna ptfitomnosti faktoru NF-xB, ktery je
pfitomen ve zvysené mife, pokud butika bojuje s infekei, ®® coz piisobi jako obranny mechanismus viru,

ktery zahaji lyticky cyklus primarné v buikach, u kterych hrozi odhaleni.

Po dokonceni transkripce je RNA viru obratem rozdélena mechanismy hostitelské bunky na
fragmenty mRNA proteini Rev (Regulator of Virion Expression), ktery zajistuje piesun celistvé
genetické informace viru mimo jadro bez rozdéleni, ®¥ Tat (Trans-Activator of Transcription), jenz
podporuje prepis genetické informace viru v hostitelské DNA ®? podobné jako napt. TATA-boxy a Nef
(Negative Regulatory Factor), pusobici jako stresor podminujici pretrvavajici stav infekce a udrzujici
hladiny faktoru NF-kB potiebné k replikaci viru, 2 9

Pomocny protein Rev se posléze vaze na RRE (Rev response element) na posici 7709-8063 piepsané
mRNA ®), &im7 umozni jeji opusténi jadra a kompletni translaci (viz obr. 3.1.1-1-4). Kompletni sekvence
mRNA je sestiihana na geny Env (Envelope), jehoz piekladem vznika gp160, prekurzor gp120 a gp41 ©®
a Gag-Pol (Group-specific antigen - Polymerase proteins), ktery tvoii prekurzor Pr55Gag, jenz je dale
$tdpen virovou proteasou ® (viz obr. 1-1,2) a dalsi nezbytné proteiny nutné k dokon&eni Zivotniho cyklu

viru.

Jelikoz mRNA transportovana diky Rev z jadra je kompletni genetickou informaci viru, po navazani
na proteiny kédované genem Gag (p24, pl7 aj.) a dalsi kompletaci vznika zivotaschopna jednotka viru,
ktera opousti buiiku. (viz obr. 3.1.1-1-5,6). "

Stale vétsi nedostateck CD4" T-pomocnych lymfocytd z diivodu nastupu lytického cyklu viru,
zvy$ené pravdépodobnosti apoptézy napadené buiiky, prip. zni¢eni CD8" cytotoxickymi lymfocyty ©®,
oznaovany jako CD4* T-lymfocytopenie, ® zpiisobuje postupny rozvrat systému specifické imunitni

odpovédi organismu a rozvoj oportunnich infekci. ¢ ©

3.1.2.Stavajici 1é¢iva

Stavajici 1é¢iva uzivana v boji proti HIV mohou z dlouhodobého hlediska prodlouzit a zkvalitnit
zivot nakazenych a v nékterych ptipadech i velmi pfiblizit délku zivota nakazenych délce zivota zdravych
lidi. ®@ Zadné z pouzivanych virostatickych 16¢iv nedokéze nakazené plné vylégit, miize pouze zpomalit
prabéh nemoci, ¢i pfispet k potlaceni doprovodnych symptomt. Jejich prehled, déleni do jednotlivych

kategorii a popis mechanismu tc¢inku je shrnut Vv ptiloze 3.
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3.1.2.1.Inhibitory vstupu

Tato 1éCiva cili na prostiedky vniknuti do bunky, kterych virus vyuziva (viz obr. 3.1.1-1-1).
V soucasnosti pouzivana léciva jsou dvé — Enfuvirtid, ktery cili na gp41 HIV, ¢imZ mu G¢inné brani
v naruseni cytoplazmatické membrany potencialni hostitelské buiiky, @ a Maraviroc, jenz se vaze na

chemokinovy receptor CCR5 CD4" T-lymfocyti a blokuje tak vazbu na virovy gp120. 9 ©

Maraviroc se vSak nevaze na receptor CXCR4, tudiz je u virovych fad X4 neucinny. Vhodnost

zahajeni 1é¢by Maravirocem se proto uréuje na zékladg testu.

3.1.2.2.Inhibitory reverzni transkriptasy

Cilem inhibitorti reverzni transkriptasy (RTI) je naruseni syntézy fetézce DNA pouzitého k integraci
do genetického materialu bunky (viz obr. 3.1.1-1-2). Déli se na analogy nukleosidi a nukleotidl
(NRTI/NtRTI) a neanalogické inhibitory reverzni transkriptasy (NNRTI). € ©®

NRTI/NtRTI jsou kompetitivnimi inhibitory, které soutézi o misto svych standardnich protéjska —
volnych intracelularnich nukleotida a nukleosidt. Na rozdil od nich v8ak napf. postradaji 3'-hydroxylovou
skupinu, ¢imz brani vzniku 5'-3' fosfodiesterové vazby mezi jednotlivymi bazemi a zastavuji dalsi syntézu

fetézce DNA.

Existuji ¢tyfi druhy NRTI analogicky k poc¢tu nukleosidii vyskytujicich se v DNA. Cytidinové
analogy jsou v soucasné medicing pouZivany tii - Emtricitabin “®, Lamivudin ™ a Zalcitabin 2.
Thymidinové analogy jsou dva - Zidovudin @ a Stavudin ™. Dalsi nukleosidy maji kazdy jednoho

analogického zastupce — Abacavir " (guanosin) a Didanosin ® (adenosin).

Klinicky ovéfeny analog nukleotidu je v dobé tvoteni této prace v klinické praxi pouzivan jen jeden —
&esky Tenofovir, analog adeninu, dilo prof. Antonina Holého a jeho tymu na Ustavu organické chemie a
biochemie AV CR, v.v.i.. "7 ®

Neanalogické inhibitory reverzni transkriptasy (NNRTI) jsou oproti analogim nukleotidi
(NRTI/NtRTI) nekompetitivnimi alosterickymi inhibitory. Vazi se mimo aktivni misto na oblast
podjednotky p66, ¢imz vyvolavaji konformaéni zménu (alostericky efekt) vedouci k inaktivaci reverzni

transkriptasy. % €

Mezi tyto u¢inné latky se fadi Efavirenz ®”, Nevirapin 2, Delavirdin ®® a dva diarylpyrimidiny —
Etravirin ® a Rilpivirin ®. Posledni dvé jmenované latky vykazuji vysokou w&innost i u NNRTI

rezistentnich kmenti HIV diky vysoké ,,pruznosti* vlastni molekulové struktury. ¥ ®®
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3.1.2.3.Inhibitory integrasy

Integrasovy inhibitor v soucasné dobé& pouzivany v klinické praxi je jeden — Raltegavir. ¢ ®9
Mechanismus G¢inku tkvi v inhibici klicového enzymu nutného pro Gspésnou reprodukci viru — integrasy.
Bez toho enzymu se neni reverzni transkriptasou piipraveny tisek DNA schopen zaclenit do genetického

materialu buiiky a replikacni cyklus se zastavuje (viz obr. 3.1.1-1-3).

3.1.2.4.Inhibitory proteasy

Tyto latky cili na virovou proteasu nutnou k rozstépeni prekurzorového polypeptidu Pr55Gag a
ziskani kli¢ovych jednotek p24, které tvoti virovou kapsidu, a dal§ich pomocnych jednotek - p17, p7, p6
(viz obr. 1-1).

Prvni ufedné schvalenou G¢innou latkou v této kategorii a v potadi 6. 1é¢ivem v boji proti HIV se stal
r. 1995 Saquinavir. *¥ Nedlouho potom se v bieznu nasledujiciho roku do této kategorie zatadil nejprve

Ritonavir a posléze Indinavir.

(89) (90) (91)

Pavodni nadseni z vysoké uéinnosti 16¢by viak brzy vystiidalo zklaméni. ®® HIV-1 PR ma

(93)

vysoky potencial k mutaci ©~ a navic Pl musi celit jaternim enzym@m, ¢imz se snizuje jejich biologicka

dostupnost. ©¥

Prvni problém byl vyieien zavedenim kombinované 1é&by dle metodiky HAART. © Pacientovi je
podavana kombinace dvou NRTI/NtRTI a jeden NNRTI, inhibitor vstupu, P, nebo inhibitor integrasy.

Resenim druhého problému se stal Ritonavir, ktery se pii soudasném podavani s jinym Pl zabratiuje
jeho rozkladu kompetitivni inhibici isoformy 3A4 komplexu jaterniho enzymu Cytochromu P450 (zkr.
CYP3A4) a zvysuje tak jeho biologickou dostupnost. ® To je divodem, pro¢ se u metodiky HAART

uvadi jako optimalni 3-4 druhy 1éCiv.

Dalgimi latkami v této kategorii, které nasly vyuziti v klinické praxi, jsou Amprenavir ®?,

Fosamprenavir ®®, Tipranavir ©”, Lopinavir ®, Darunavir ®®, Atazanavir ® a Nelfinavir ®°*.

2 Amprenavir je dnes jiz stazen z trhu, r. 2003 byl nahrazen svym prekurzorem, fosamprenavirem.
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3.2. Borany

Atomy boru maji na rozdil od atomt uhliku tii valen¢ni elektrony na p orbitalu. Diky této tzv.
elektronové deficienci maji pfirozenou tendenci vytvaret trojrozmérné molekularni struktury, které
nazyvame klastry. *® Chybéjici valenéni elektrony jsou delokalizovany ve struktufe klastru, ktery je tak

v ’ % . e rr ’ v rox o . ¥ 103
tvofen vyhradng trojuhelniky a vytvaii tak vice, ¢ méné uplné mnohostény. *

Pro jejich popis bylo IUPAC zavedeno samostatné nazvoslovi specifické pro borany a odvozené
metallaborany a karborany na zékladd poétu atomd a volnych elektronovych paria. “®? Pro oznaleni
jednotlivych variant geometrii boranovych klastri (viz obr. 3.2-1) se pouZiva nazvi kloso, nido, arachno a
hypho s klesajicim po&tem atomii v molekule a klesajici stabilitou “®. Kloso borany tvofi uzaviené klece
s delokalizovanym dvojmocnym nabojem a ostatni varianty z n¢j formalné vychazi. Nido borany pfichazi
oproti odpovidajicim kloso skeletim 0 jeden atom boru, arachno o dva a hypho o tfi a vice. Dalsi varianty
hyperkloso a pseudokloso tvori deformované dvanactistény. “° Pedponou conjucto se oznacuji klastry
spojené podobné jako kondenzované aromatické uhlovodiky a pfedponou komo se znaéi spojeni skrze
jeden atom. Pro potieby této prace je relevantni zejména varianta kloso a komo. Dilezitym faktem je, ze
zakladni dvacetisténny boranovy klastr neni elektricky neutralni, nebot’ ma o jeden elektronovy par navic.

S kazdym chybg&jicim atomem pfichazi do struktury boranu dal3i elektronovy pér (viz obr. 3.2-1). ¢

Boranové klastry nabizi Siroké moznosti Gprav odbouravanim nebo nahrazovanim BH jednotek
heteroatomy uhliku (karborany), piip. kovii (metallaborany). @ %) Dalsi moznosti derivatizace boranii je
exoskeletalni substituce hydridickych atomd vodiku na povrchu skeletu riznymi ligandy. V piipadé
substituce aniontl ligandy s nevazebnymi elektronovymi pary mohou vznikat zwitterionty, které meéni
naboj molekuly v zavislosti na pH prostfedi, podobné napt. jako aminokyseliny. Je-li vSak nahrazen
hydridicky atom vodiku na atomu boru nekterého z anionti nékterym z O a/nebo N heterocykld, vznikaji
zpravidla velmi reaktivni kruhové zwitterionty, které se vlivem bazického prostiedi §tépi a alkyluji okolni

nukleofily. Tyto atributy 1ze pozorovat u molekuly 8-dioxan-COSANu (viz obr. 4.1-1).

nido- arachno- hypho-
2n+ de’ 2n + He’ 2n + Be

Obr. 3.2-1. Nazvy boranovych klastrl v zavislosti na jejich geometrii dle Wadeova pravidla. Pfevzato s

laskavym dovolenim z disertaéni prace V. Sicha; Substituéni derivaty metallakarborand a karborand s

potencialné zajimavymi biologickymi vlastnostmi, 2012
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3.2.1. COSAN - Cobaltacarborane Sandwich Anion

Ackoli neni v oblasti organickych syntéz obecné znam a pouzivan, COSAN — celym nazvem 1,2-
kloso-dikarbaundekahydridoundekabor)-komo-3,3 "-kobalt(111)-(1,2-kloso-dikarbaundekahydridoundekabo
r-(-1)-at, zkracené kobalt bis-(dikarbolid)ovy anion - ziskal trivialni oznaceni podobné jako dalsi latky
pfipravené na UACh z nutnosti zkratit jeho dlouhy systematicky nazev. Sumarni vzorec COSANového
aniontu je [B1gC4CoHy,]", nejéastéji se s nim v laboratofi setkavame ve formé cesné soli. Syntézu této
latky poprvé popsal M. F. Hawthorne jiz v roce 1965. Y V sougasnosti se jedna o komeréné dostupnou
latku. “° Mateisky klastr se chova jako silng hydrofobni aniont, cesna sl je za laboratorni teploty dobie
rozpustna v organickych rozpoustédlech a nerozpustna ve vodé. Sodna sil COSANu je ve vodé dobie
rozpustna (2 mmol/dm®), v pevném stavu se jedna vzdy o polyhydrat, ktery obsahuje proménlivé mnozstvi
molekul vody v zavislosti na konkrétnich experimentalnich podminkach. Jedna se o sul superkyseliny,
pro kterou je charakteristické, Ze je ve vodném roztoku zcela disociovana. Uplna disociace na anionty a
kationty vcetné vyborné rozpustnosti latky ve vodné a zaroven organické fazi (napi. diethylether)

umoziuje snadnou a efektivni vyménu kationtt a extrakcei sole piisluSného kationtu do organické faze.

Jelikoz se COSAN sklada ze dvou kloso karboranovych klastra (viz obr. 3.2.1-1) — geometricky je

tvofen dvéma plné uzavienymi dvacetistény — je mimofadné odolny viéi teplu a ionizujicimu zafeni a

reaguje velmi neochotng. %)

Krom¢ toho, Ze je zakladnim substratem pro syntézu karboranovych inhibitord HIV-1 proteasy,

@9 pochazejiciho z

pouziva se také pro izolaci radionuklidd **'Cs a *°Sr z vyhotelého jaderného paliva,
konvencnich Stépnych jadernych reaktorti. Pouzitim derivatit COSANu Ize objem velmi nebezpecného

jaderného odpadu podstatn€ zmensit a v budoucnu snad i hodnotné vyuzit jako zdroj energie.

Obr. 3.2.1-1. Na snimku COSANu pofizeném metodou rentgenové
krystalografie je vidét dvojitd ikosaedrickd struktura koordinacné
propojend centrdlnim atomem kobaltu v oxida¢nim dCisle Ill. Za zminku
stoji dokonale symetricka struktura navzdory substituci dvou atom( boru
uhlikovymi atomy zpUsobena tim, Ze bor se v této molekule vyskytuje v
hybridizaénim stavu sp® stejné jako uhlik. Kvali prehlednosti nejsou
zobrazeny hydridické vodiky vazané ke kazdému atomu klastru kromé
(110)

centralniho kobaltu a triethylamonny kation. Krystalograficka data

byla zpracovana v programu Jmol v. 13.0.10.
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Velmi aktualn¢ se derivaity COSANu ukazaly byt u¢inné jako selektivni cytostatika pro 1écbu
nekterych druhti rakoviny. Vyvoj tohoto druhu patentovanych 1é¢iv se nyni nachazi ve fazi preklinickych
zkousek. V tomto piipadé budou derivaity COSANu slouzit jako inhibitory isoenzymu karbonické
anhydrasy 1X, ™ kter4 je buitkami syntetizovana s vyhodou pravé v silng metabolizujicich nadorovych
bunikach. Principialné inhibici tohoto transmembranového enzymu dochézi k hypoxii nadorové bunky,
ktera nemize v dostateéném mnozstvi prevadét piekotnym katabolismem vznikajici CO, na

hydrogenuhligitany rozpustné ve vodé a naopak. **

3.2.2. Metallakarboranové inhibitory HIV-1 proteasy
Jak je popsano v oddile 3.1.2.4, HIV-1 PR se stala atraktivnim cilem pro vyvoj novych
virostatickych 1é¢iv. Pifed osmi lety se podafilo objevit inhibi¢ni potencial u metallakarboranovych

slouGenin s unikatnim zpisobem vazby na proteasu.

Diky své jedinecné struktuie by se mohly v blizké dobé prave tyto latky stat klicovymi v boji proti
rezistentnim kmentim HIV, ™%

Protoze tyto puvodni metallakarboranové inhibitory necili pfimo na aktivni centrum enzymu tvofené
Asp25 a Asp25°, ale na klapky a hydrofobni kapsy enzymu, nemusi mit peptidomimetické vlastnosti, které

ze stavajicich Pl &ini atraktivni cil jaternich enzyma, ¢imz je sniZovéna jejich biologicka dostupnost. ® ¢4

Dalsi dobrou zpravou je nizk toxicita metallakarboranovych slougenin zjisténa pfi testech na mysich. ¥

<& N

VanVanVanVan\
Co !l R/ \Rz Ayl

© ©

Obr. 3.2.2-1. Schematicky vzorec metallakarboranového inhibitoru HIV-1 PR, konkrétné dimeru 8-dioxan-
COSANu. Cerné krouzky predstavuji atomy uhliku s termindlnimi protony (C-H) a viechny neoznacené
vrcholy v ramci  kloso-karboranového skeletu zastupuji B-H skupiny, kromé atomu boru na pozici 8, na

ktery je vazan pfislusny ligand.
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Pl zkoumané a syntetizované v ramci této prace tvoii dvé jednotky COSANu spojené organickym
fetézcem s centralni aminoskupinou, coz jim propujcuje unikatni vlastnosti zwitterion-aniontu (viz obr.
3.2.2-1). Nejcast&jsim spojovacim fetézcem pouzivanym v syntéze je 1,4-dioxan, dale napf. furan, pyrrol a
pyridin. Obzvlasté derivat s 1,4-dioxanovym kruhem je velice univerzalnim, velmi reaktivnim ¢inidlem,
které jiz za velmi mirnych podminek (25°C) a zpravidla ve vysokém vytézku alkyluje prakticky veskeré
predlozené nukleofily, n€kdy s dopomoci deprotonujiciho ¢inidla. Objevitelem tohoto zwitteriontu a
nékolika metod jeho piipravy byl doc. Dr. Ing. Jaromir Plesek, CSc., nestor Ustavu anorganické chemie

Akademie véd CR.

Centralni aminoskupina nabizi Siroké moznosti substituce riznymi skupinami, které dale upravuji

vlastnosti a biologickou aktivitu latky.

Vzhledem k materialnim pozadavkiim syntézy metallakarboranovych inhibitort HIV-1 PR je tieba
funkénim parametrim vysledné latky vénovat maximalni pozornost. Toho Ize dosahnout vybérem

vhodného substituentu a spojovaciho fetézce.

Jako vhodny spojovaci fetézec se ukazal byt otevieny kruh 1,4-dioxanu. Vysledna “Sitka” molekuly
(vzdalenost distalnich C atomi) - 1917,6 pm - pfi jeho pouziti odpovida rozmezi vzdalenosti

komplementarnich aminokyselinovych zbytkt na obou dimerech (viz tab. 3.2.2-1).

V pribéhu let bylo publikovino mnozstvi téchto latek s rGznymi druhy substituenti a jim
odpovidajicim vlastnostem. %) 13 19 Nz 74kladg studia jejich struktur a srovnani s jejich vyslednou

ucinnosti 1ze vyty¢it smér, kterym by se prace méla ubirat.

dasp2s d, d, diomp
Kapsy Pro81, 1389,5 pm 1532,6 pm 1207,7 pm 1887,1 pm
Val82s, 1078,2 pm 1269,3 pm 816,6 pm 1943,5 pm
lle84, 630,6 pm 919 pm 442,8 pm 1610,6 pm
Klapky lled7, 1531,6 pm 1609,8 pm 1324 pm 1831,3 pm
Gly48;) 1483,4 pm 1485,5 pm 1356 pm 1213,3 pm
lle54, 1787,6 pm 1876,7 pm 1722,3 pm 1491,1 pm

Tab. 3.2.2-1. Vzdalenosti vazebnych zbytk( od aktivniho Asp25 na stejné podjednotce (dasp2s), stfedu
spojnice aktivnich Asp25(d;), vertikalni vzdalenost od stfedu spojnice (d,) a komplementarnich proté;jski
(dwomp) vV pm. Vzddlenosti jsou méfeny od geometrickych stfedd jednotlivych aminokyselinovych zbytk.
Zdroj RDS dat: (116) Vertikalni vzdalenost je vypotitana jako d,2 = di2 = 1/4 dyomp?. Cisla pod jednotlivymi

zbytky odpovidaji oznaceni v pfiloze 4.
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Dle parametri predchozich latek Ize ustanovit pozadavky na substituent: (1) Molekula musi nést
amino-skupinu, ktera bude slouzit k vazbé na elektrofilni konec spojovaciho fetézce. (2) Molekula
substituentu by méla byt polarniho charakteru. (3) Distalni ¢ast molekuly by méla byt schopna tvofit
vodikové mistky — pfitomnost hydroxy/oxo-skupiny. (4) Délka fetézce substituentu by méla byt
dostacujici pro vznik vodikové vazby, uvazujeme-li, ze aminoskupina vazajici se na spojujici fetézec lezi
v praseciku vertikalni osy a transversalni roviny prochazejici misty vazby COSANové jednotky na HIV-1

PR tzn. vazebnymi aminokyselinovymi zbytky.

Zde je nutné pripustit ur¢itou miru tolerance, protoze COSANové jednotky se Casto vazi asymetricky
a na n&kolika mistech. “*¥ Zaroven nelze plné postihnout stereochemické usporadani spojovaciho Fetézce

kvuli rotaci okolo jednoduchych vazeb. Poloha amino-skupiny substituentu je proto spiSe orienta¢ni.

Navic je tieba uvazit, e k hydrolyze polypeptidii HIV-1 PR pouZiva jako prostfednika vodu. ™"

Toto zohledniujeme dvojnasobnym piipo¢tenim vzdalenosti 276 pm (vzdalenost mezi O atomy vody v
roztoku). V intervalu vertikdlnich vzdalenosti 442,8 pm — 1722,3 pm tedy musi lezet vzdalenost amino-

skupiny a kysliku hydroxy/oxo-skupiny + 552 pm.

Abychom ovéfili vSechny tyto ptredpoklady, je tfeba zvolit vhodnou fadu substituentl. Byl vybran
jeden z katecholaminti a jeho tfi biologické prekurzory s riznym stupném hydroxylace fenylového kruhu
— dopamin, D-fenylalanin a jeho L-methylester a L-tyrosin, se vzdalenosti amino-skupiny od O atomu
piiblizng 667,3 pm 3. *® Tato skupina byla vybrana zejména z divodu vysoké afinity HIV-1 PR k
dipeptidiim Phe-Pro a Tyr-Pro. **% Jako dalsi byla zafazena do série pyrimidinova nukleova baze thymin.
Takto budeme moci ovéfit jednotlivé predpoklady: (1) Stabilita a uc¢innost molekuly by méla byt nizsi v
pfipad¢ vazby na N atom vazany v heterocyklu. (2) Stupenl hydroxylace a polarita molekuly by mély mit
pozitivni vliv na G¢innost. (3) MnozZstvi hydroxylovych vazeb na fenylovém kruhu resp. oxo-skupin na
pyrimidinovém kruhu zvySuje moznost vzniku vodikovych mustkii a zvySuje G¢innost. (4) Thymin bez
alifatického fetézce by mél byt kvali vétsi vzdalenosti k aktivnim Asp25 méné uéinny. (5) Mizeme

pozorovat vliv negativniho induk¢niho efektu karboxylové skupiny na stabilitu a G¢innost derivatu.

* Vzdalenost 667,3 pm je mezi amino-skupinou a kyslikem hydroxylové skupiny u tyrosinu. Ostatni zminéné latky
mohou mit vzdalenosti mirné odlisné vlivem esterifikace / absence karboxylové skupiny.
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3.3.Kompetitivni inhibice

Kompetitivni inhibice je jev, ke kterému dochazi, kdyZz enzym piijme molekulu inhibitoru misto
molekuly substratu, ¢cimz docasné zamezi svému dalsimu katalytickému vlivu. Vznikly komplex enzym-
inhibitor se po urcité dob¢ rozpadd a miize po vazb& se substratem dat vzniknout dalsim molekulam
produktu. Radi se mezi zvratné, reverzibilni inhibice, nebot’ nedochazi ke vzniku trvalé kovalentni vazby
mezi inhibitorem a enzymem. Diky tomu reverzibilni inhibitory vykazuji niz§i toxicitu v organismu pii

nahodném napadeni necilového enzymu. ¢

Nevyhodou kompetitivni inhibice je fakt, Ze zvySujici se koncentrace substratu zvysSuje
pravdépodobnost vzniku komplexu enzym-substrat v neprospéch komplexu enzym-inhibitor. Jelikoz pfi
inhibici lze ocekéavat staly rtst koncentrace nezpracovaného substratu, je tieba vySSich koncentraci

inhibitoru nebo vyrazné vyssi afinity k enzymu k dosaZeni pozadovaného efektu.

Hodnota limitni rychlosti Viyax ziistdva v pribéhu inhibice konstantni. Hodnota Michaelsovy

konstanty K, vlivem kompetitivniho inhibitoru roste. (@21

Lineweaver-Burkovym grafem pribéhu kompetitivni inhibice je piimka zvySujici sviij sklon bez

posunuti (viz obr. 3.3-1), oproti nekompetitivni nebo smigené inhibici, u kterych k posunuti dochézi *?2.

1 K, 1 1
V™ Vo IS T Vioms

1
[S]

Obr. 3.3-1. Lineweaver-Burk(v graf kompetitivni inhibice. S rozvojem vypocetni techniky byl postupné

nahrazovan nelinedrni regresni analyzou (*?® a dnes se vyuZiva pfevainé k demonstraénim Gcéeliim kvali

vysoké chybovosti. Je patrny zvySujici se sklon linie grafu s rlstem koncentrace inhibitoru [I]. K posunuti
” . . a1 , " - .

pfimky nedochadzi, nebot parametr Vuax ' je konstantni. Proménna V znaci okamzitou rychlost reakce a

[S] zna&i koncentraci substratu. PFevzato s Gpravami z Wikimedia Commons (24,
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. 8-dioxan-COSAN

Zékladnim stavebnim kamenem navrzenych metallakarboranovych inhibitord HIV-1 PR je 8-dioxan-
COSAN, jehoz piiprava byla popsana s vyuzitim nékolika odlisnych postupt. 2% 42 Byl ziskan reakci
COSANu a 1,4-dioxanu v prostiedi BF;.O(C,Hs), za zvysené teploty (viz schéma 4.1-1). Reakce probiha
mechanismem elektrofilem indukované nukleofilni substituce (EINS), kdy je elektrofilnim cinidlem
prednostné napaden hydridicky vodik na pozici 8, ktery ma nejvétsi elektronovou hustotu vlivem dvou C
atomi na pozici 1 a 2, které maji oproti B o jeden elektron navic. " Deprotonizovany B na pozici 8 je

poté napaden nukleofilem — v tomto pfipadé 1,4-dioxanem.

Syntéza musi probihat bezvodych podminkach, nebot’ jakékoli nukleofilni ¢inidlo by v prubéhu
reakce zpusobilo otevieni dioxanového kruhu a vznik nezadoucich vedlejSich produktti. VSechny reakce

(128)

byly proto provadény ve vakuu nebo v inertnim plynu jak popsal Schriver ““”, ackoliv nékteré operace,

jako napriklad sloupcova preparativni chromatografie a krystalizace byly provadény na vzduchu.

8-dioxan-COSAN se chova jako tzv. zwitterion, podobné jako napf. aminokyseliny, nebot” disponuje

kladnym nabojem proximalniho kyslikového atomu i zapornym nébojem karboranového klastru. %)

Do zabrusové batiky bylo umisténo mnozstvi COSANu stechiometricky odpovidajici mnozstvi

BF3 O(C;Hs),

ol O ol

90 °C

pozadovaného produktu, bereme-li v potaz 70% vytézek reakce.

‘=

©

COSAN 1,4-dioxan 8-dioxan-COSAN

Schéma 4.1-1. Reakéni schéma syntézy 8-dioxan-COSANu. Reakce probihda udspésné jen s velikym

prebytkem 1,4-dioxanu a za pritomnosti BF;.0(C,Hs), jako elektrofilniho iniciatoru.
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Byla sestavena jednoducha aparatura sestavajici z banky s navazkou COSANu, septa pro bezpecné
ptridavani kapalnych reaktanti a kohoutu, kterym byla fizena evakuace a plnéni inertnim plynem. Poté
byla umisténa do olejové lazné¢ s magnetickym michadlem. Nejprve byla provedena uplna evakuace
aparatury (2 hodiny pod vysokym vakuem — 0,1 Torr), ktera poté byla naplnéna inertnim plynem. Do
reak¢ni banky byl pfidan 1,4-dioxan v desetindsobném mnozstvi oproti COSANu a BF3.0(C,Hs), v

trojnasobném mnozstvi oproti COSANu (vztazeno na hmotnost).

Za stalého michani byla smés ohfivana na teplotu 90°C a pfi této teploté byla udrzovana po dobu 2
hodin. Ohfev byl posléze zastaven, vychladla smés byla odpatfena za sniZzeného tlaku. Surovy produkt byl
smichan s 30% roztokem ethanolu ve vodé€, v némz je zwitterion nerozpustny, ale do kterého prechazi

pripadné necistoty, vedlejsi produkty a nezreagované latky.

Smés byla rozpusténa v minimu DCM, roztok byl nanesen na sloupec silikagelu a byla provedena
kapalinova chromatografie. Jako eluent byl pouzit DCM se vzrustajicim podilem ACN. Frakce produktu
identifikovana pomoci NMR a TLC (R; = 0,73 — eluent DCM; R = 0,84 - aniontova smés chloroform +
ACN 2:1) byla vysusena a dle potfeby dale chromatograficky oddélovana.

Vysledny produkt byl poté krystalizovan v prostfedi DCM, prevrstveného hexanem v uzaviené

zabrusové bance. Prvni krystaly se objevuji béhem 24 hodin. Vysledny produkt tvoii oranzové krystaly.

Neni doporuceno skladovat produkt piili§ dlouhou dobu ve formé roztoku, nebot’ 8-dioxan-COSAN
je diky kladnému naboji na proximalnim kysliku velmi reaktivni a snadno podléha vlivu nukleofilnich

¢inidel.
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4.2. L-Tyrosin-bis-COSAN-dioxanat

L-tyrosin (Y, Tyr) je neesencialni glukogenni i ketogenni aminokyselina, kterd se bézné ucastni
metabolismu. 2% Vzhledem k tomu, e tyrosin je polarni aminokyselina, ktera by mohla mit potencialng
vysokou afinitu k polarnim Asp25 zbytkim v aktivnim mistu HIV-1 PR, byl vybran jako prvni k

prozkoumani moznosti syntézy karboranového derivatu. 9

Prvnim zdrojem obav se stala karboxylova skupina L-tyrosinu, ktera by se mohla pfednostné vazat
na kladné nabity konec otevieného dioxanového kruhu 8-dioxan-COSANu. Tato obava se ukazala jako
jen castecné pravdiva, nebot’ zmeéna polarity molekuly zplsobend obsazenim karboxy-skupiny byla

snadno chromatograficky zachytitelna.
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Schéma 4.2-1. Reakéni schéma syntézy L-tyrosin-bis-COSAN-dioxanatu. Reakce probiha pfi teploté 50°C
v ultrazvuku. Na,CO; slouzi k deprotonizaci aminoskupiny tyrosinu, ktera se tak stava silnéjsim

nukleofilem a zaroven plisobi jako vhodny adsorbent pro zachyceni nezadouciho trimeru.



Dalsim moZznym problémem se mohla stat para-hydroxylova skupina na fenylovém kruhu, ktera by
se také mohla stat cilem elektrofilniho konce otevieného dioxanového kruhu. Pfedchozi vyzkum potvrdil,
ze hydroxylova skupina je napadéana jen velmi neochotn¢ a za podminky, Ze ostatni nukleofilni skupiny

(130)

jsou chranény. Hydroxy-derivaty vsak tvotily jen stopové mnozstvi vedlejSich produktli a

hydroxylovou skupinu nebylo nutné dodatecné chranit.

nezadoucich produkti. Jako vhodné rozpoustédlo byla zvolena smés aceton-voda 2:1.

Kli¢em k tGspésné syntéze dimeru bylo pouziti stechiometrického mnozstvi reaktanti (viz schéma
4.2-1). Reakci je potfeba provadét v inertnim plynu pii teploté 50°C za piitomnosti Na,CO;. Reakce
probiha ve dvou krocich: (1) Smés reaktantd byla rozpusténa ve vodé (suspenze — 8-dioxan-COSAN je ve
vodé nerozpustny) a Na,COs; deprotonizoval aminoskupinu L-tyrosinu. (2) Do smési bylo pievedeno
dvojnasobné mnozstvi acetonu oproti objemu ptidané vody, diky kterému se rozpustil 8-dioxan-COSAN a

byla zahdjena samotna reakce.

Reakce nejlépe probihala v ultrazvukové lazni, nikoli v elektrické micha¢ce s magnetickym
michatkem uvnitf, nebot’ béhem kavitaci dochazi k lep§imu promiseni pevnych ¢astic a zvySeni jejich
sty¢ného povrchu. V prubéhu reakce se vysrazi shluk Na,CO; na kterém je z vétSiny adsorbovany
nezadouci trimer, tedy molekula obsahujici tfi 8-dioxan-COSANové podjednotky. Toto lze ovéfit
rozdrcenim krystalkd, promytim ACN a provedenim MS ESI (mz™* = 471,45 (100%, M*)). Zbytkové soli

a vedlejsi produkty rozpustné ve vodé€ jsou odstranény extrakci mezi Et,O a 3M roztok HCI.

Separace produktu byla provedena nékolikastuptiovou kapalinovou chromatografii. Jako eluent byl
pouzit DCM se vzrustajicim podilem ACN. Ke konci byl pouzit k oddéleni poslednich frakci téz
methanol, max. do 25% objemového podilu. Kazda frakce (5 frakei na prvnim sloupci) byla analyzovéna a

podle obsahu cilového dimeru (MS — viz ptiloha 5) dle potieby znovu chromatograficky oddélovana.

Vysledny produkt byl dale rafinovan krystalizaci. Latka byla rozpusténa v DCM, pievedena do
zabrusové banky vhodné pro krystalizaci, pfevrstvena dvojnasobnym mnozstvim hexanu a hermeticky
uzaviena. Prvni krystaly se objevuji za pfiblizné 48 hodin, podle stupné Cistoty a podminek krystalizace.
Bohuzel se nejednalo o monokrystaly vhodné pro RDS analyzu, proto pro stanoveni struktury latky byla
pouzita spektralni data ziskana metodou nuklearni magnetické rezonance (NMR) a metodou hmotnostni

spektrometrie.
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4.3. Thymin-bis-COSAN-dioxanat

Thymin je vedle cytosinu a uracilu jednou z pyrimidinovych nukleovych bazi, které se v bunkach
pouzivaji k uchovavani genetické informace. Thymin je specificky tim, ze vytvati pravé dva vodikové
mistky s komplementarnim adeninem. ™ Tato vlastnost se stala ur&ujici pro vybér thyminového derivéatu
do série testovanych latek, nebot’ aktivni misto HIV-1 PR tvoii pravé dva symetricky postavené zbytky

Asp25, ke kterym by 0xo-skupiny na pyrimidinovém kruhu thyminu mohly vykazovat vysokou afinitu.

Oxo-skupiny thyminu vSak také maji dalsi vlastnosti, které ptipadnou syntézu mohou komplikovat.
Podobné jako u chinonu mize ptisobenim redukénich Cinidel dojit k adici vodiku a vzniklé hydroxylové
skupiny by se mohly stat atraktivnim cilem pozitivniho konce otevieného dioxanového kruhu 8-dioxan-

COSANu.

/ \ O
o' o HaC |
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Co + | /k >
20 °C
Egg 2% Z\ N \o
H

8-dioxan-COSAN thymin
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Schéma 4.3-1. Reakéni schéma syntézy thymin-bis-COSAN-dioxandtu. Tvar a uspofadani skupin vysledné
molekuly je pouze orientaéni. Na,COs; slouZi k deprotonizaci heterocyklickych atomi dusiku. Thyminova

baze se tak stava silnéjsim nukleofilem.
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V pribéhu pokusu muselo nékolikrat dojit k dal§imu fedéni kvili problémiim s rozpustnosti obou

reaktantll. Vysledny pomér aceton-voda pro vytvoreni prostfedi vhodného pro reakci byl 5:2.

Klicovym aspektem pro usp&$nost syntézy byla ptesnost navazek obou latek vpoméru dle
stechiometrie reakce (viz schéma 4.3-1), v prostiedi inertniho plynu, pii laboratorni teploté¢ a za

pritomnosti Na,COs.

Doba trvani reakce se v zédvislosti na koncentraci roztoku pohybuje mezi 6 az 8§ hodinami, béhem

nichz je tfeba reakéni smés nepietrzité michat.

Nasledujicim krokem byla nékolikastupniova extrakce ve smési Et,0 a 3M HCI, kterou byl oddélen
Na,CO; a dalsi ve vodé rozpustné vedlejsi produkty. Vysledny roztok produktti reakce v etheru byl

odpafren a rozpustén v minimu DCM.

Separace produktu byla provedena sloupcovou kapalinovou chromatografii. Jako eluent byl pouzit
DCM se vzrustajicim podilem ACN. Pouziti alkohold je tfeba se vyhnout kvili citlivé povaze oxo-skupin

na pyrimidinovém kruhu thyminu.

Kazda frakce (prvni sloupec - 6 frakci) byla analyzovana a podle obsahu cilového dimeru (MS — viz

priloha 6) byla dle potieby dale chromatograficky oddélovana.

Vysledny produkt byl nakonec rafinovan krystalizaci. Smés byla rozpusténa v DCM, ptevedena do
zabrusové banky vhodné pro krystalizaci, prevrstvena dvojndsobnym mnozstvim hexanu a uzaviena. Prvni

krystaly oranzové barvy se objevuji béhem 48 hodin.

Vysledny produkt byl posléze analyzovan pomoci NMR spektroskopie pro konecné oveéteni

struktury.
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4.4. Dopamin-bis-COSAN-dioxanat

Dopamin pasobi v mozku obratlovcid jako neurotransmiter a neurohormon stimulujici centra
odmény. Patii do skupiny katecholaminii a v lidském téle je syntetizovan hydroxylaci a dekarboxylaci
aminokyseliny L-tyrosinu pfes meziprodukt L-DOPA. Neni toxicky, pfi pfimém podani ovliviiuje pouze

autonomni nervovou soustavu (hypertenze, tachykardie), nepronika hematoencefalickou bariérou. %

Tento neurotransmiter se stal predmétem zkoumani kvili moznosti srovnani afinity jeho dvou
hydroxylovych skupin v polohach para a meta, ke dvéma Asp25 zbytkim HIV-1 PR oproti jedné
hydroxylové skupiné aminokyseliny L-tyrosinu. Dal$im pozitivnim faktorem byla nepfitomnost
karboxylové skupiny, ktera by mohla destabilizovat molekulu L-tyrosin-bis-COSAN-dioxanatu vlivem

zaporného induk¢niho efektu a vysledné snizovat jeji Gcinnost.
© ﬁ
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Schéma 4.4-1. Reakéni schéma syntézy dopamin-bis-COSAN-dioxandtu. Reakce byla provddéna v

bezvodém prostiedi tetrahydrofuranu (THF) kvili obtiznému vysuSovani dopaminu.



Pouzity dopamin (Sigma H8502) je dodavan ve formé hydrochloridu, kviili ¢emuz musel byt pfedem
upraven do podoby volné baze. Prvotni postup — rozpusténi ve vodném roztoku Na,CO;— se ukazal byt
neproveditelnym, nebot’ dopamin rozpustény ve vodé bylo tieba vysusit, coz ani v podtlaku nebylo mozné

bez ptesahnuti teploty 50 °C. Toto zptlisobuje opticky patrny rozklad dopaminu.

Alternativou bylo dtikladné vysuseni obou latek a jejich oddélené rozpusténi v THF v prostiedi
inertniho plynu. Do banky s dopaminem byl pfidan hydrid sodny v nadbytku, kterym byl roztok
neutralizovan a aminoskupina deprotonizovana. Prevedenim roztoku 8-dioxan-COSANu do roztoku

dopaminu jako volné baze byla zahajena reakce, ktera za laboratorni teploty trva 2 hodiny.

Reakéni smés sestavala z cilového dimeru a pestré skaly vedlejSich produktti, mezi nimiz byly ve
stopach pfitomny i derivaty napojené pies hydroxy-skupinu. Prvnim krokem k oddé€leni vysledného
derivatu byla extrakce mezi Et,O a 3M HCI. Po odd€lené vodné vrstvy a odpafeni etheru byla pevna
reakéni smés rozpusténa ve vodé s par kapkami methanolu, aby mohl byt surovy produkt srazen chloridem
cesnym na dobfe definovanou cesnou stl. Tuto cast syntézy bylo tfeba urychlit kvtli degradativnim

ucinkiim methanolu na vyslednou latku.

Nésledovala izolace cisté latky metodou nékolikastupniové kapalinové chromatografie. Jako eluent
byl pouzit DCM se vzristajicim podilem ACN. Jednotlivé frakce (prvni sloupec - 5 frakci) bylo tfeba
identifikovat a uréit obsah cilové latky pomoci MS ESI (MS — viz ptiloha 7) a dle potieby je dale

chromatograficky oddélovat.

Vysledny produkt byl dale rafinovan krystalizaci. Smés byla rozpusténa v DCM, pievedena do
zabrusové banky vhodné pro krystalizaci a prevrstvena dvojnasobnym mnozstvim hexanu. Krystalizace je

velmi zdlouhavé, bez naockovani krystalu z ptedchozich syntéz trva nékolik dni.

Vysledny produkt byl posléze analyzovan pomoci NMR spektroskopie pro konecné ovéteni

struktury.
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4.5. L-fenylalaninmethylester-COSAN-dioxanat

Methylester L-2-amino-3-fenylpropanové kyseliny, se v pramyslu pouziva zejména k vyrob¢ sladidla
aspartamu. Y V neesterifikované formé je L-fenylalanin (Phe, F) esencidlni glukogenni i ketogenni
aminokyselinou. V lidském téle je prekurzorem mnohych neurotransmiterti, at’ uz piimo, ¢i 4-hydroxylaci

ptes L-tyrosin.

Piestoze nema polarni hydroxy-skupinu na svém fenylovém kruhu, byl vybran do série jako
kontrolni vzorek pro urceni jejiho vlivu na ucinnost derivatu. Esterifikovana forma aminokyseliny méla
dopomoci kK stabilizaci terciarni aminoskupiny a usnadnéni reakce. * Vysledkem méla byt stabilngjsi

molekulova struktura, coz by po potvrzeni mohlo mit vliv na budouci navrhy substituentt.
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Schéma 4.5-1. Schéma syntézy L-fenylalaninmethylester-COSAN-dioxanatu. Reakce probihd bez
katalyzatoru za laboratorni teploty v prostredi THF. Jako neutralizac¢ni a deprotonizacni Cinidlo je pouzit

NaH ve dvou ekvivalentnim nadbytku.

* Obdobna publikovana reakce probihd s hydroxylovou funkéni skupinou chranénou esterifikaci. (120
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Syntéza derivatu methylesteru fenylalaninu se projevila jako problémova. Reakce probéhla v
bezvodém prostiedi THF. Pied zapocetim syntézy bylo oddélené vysuseno stechiometricky odpovidajici
mnozstvi reaktantti (viz schéma 4.5-1), které bylo v pribéhu reakce uchovavano v inertnim prostiedi

dusiku.

Methylester fenylalaninu ve formé hydrochloridu byl nejprve neutralizovan a deprotonizovan
ptidanim NaH v nadbytku. Poté byl pfeveden vysuSeny 8-dioxan-COSAN do reakéni baniky s roztokem
methylesteru fenylalaninu a NaH a byla zapocata reakce, ktera za stalého michani pfi laboratorni teploté
probihala 16 hodin.

Po vysuseni reak¢ni smési byla provedena extrakce mezi Et,0 a 3M roztok HCI, kterou byl oddélen
nezreagovany methylester fenylalaninu a vedlej$i produkty rozpustné ve vodé, zejména NaCl. Roztok

etheru posléze vysuSen a rozpoustén v minimu DCM.

Dalsim krokem byla nékolikastupiiova sloupcova kapalinova chromatografie. Jako eluent byl pouzit
DCM se vzrustajicim podilem ACN. Jednotlivé frakce (6 frakci na prvnim sloupci) bylo téeba
identifikovat a ur¢it vyskyt cilové latky pomoci MS ESI (MS — viz pfiloha 8) a dle potieby je dale

chromatograficky oddélovat.

Vysledny produkt byl dale cistén krystalizaci. Latka byla rozpusténa v DCM, pievedena do
zabrusové banky vhodné pro krystalizaci, pfevrstvena dvojnasobnym mnozstvim hexanu a hermeticky

uzaviena. Prvni krystaly se objevuji za dobu cca 48 hodin, podle stupné ¢istoty a podminek krystalizace.

Vysledny produkt bylo tieba posléze analyzovat pouzitim NMR pro koneéné ovéfeni struktury.
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4.6. D-Fenylalanin-bis-COSAN-dioxanat

D-fenylalaninovy derivat byl syntetizovan jako posledni z fady. Atypicky enantiomer byl zvolen

z divodu prozkoumani vlivu pravoto¢ivé optické izomerie substituentu na vlastnosti vysledné latky.

Z predchozich postupt syntézy byl zvolen jako nejvhodné&jsi koncept deprotonizace pomoci jednoho

molarniho ekvivalentu Na,COjs (vztazeno k fenylalaninu) v prostredi aceton-voda (2:1).

Reakce probiha dvoustupiiové: (1) Smés reaktanti byla rozpusténa ve vodé (suspenze — 8-dioxan-
COSAN je ve vodé nerozpustny) a Na,CO; deprotonizuje amioskupinu fenylalaninu. (2) Do smési bylo

ptevedeno dvojnasobné mnozstvi acetonu oproti vodé a rozpusténim 8-dioxan-COSANu byla zahajena
reakce.

‘ o OH
HaN Aceton + H,0 2:1, Na,CO,
o 1
g g;g % 50 °C

8-dioxan-COSAN D-fenylalanin

EJ

\

VanVanVan\

R — ol : OH Ayils
(0]

D-fenylalanin-bis-COSAN-dioxanat

Schéma 4.6-1. Reakéni schéma syntézy D-fenylalanin-bis-COSAN-dioxanatu. Rekace probihd za teploty

50°C v ultrazvuku po dobu jedné hodiny za vzniku hydratovaného 8-dioxan-COSANu a produktu.



Tato reakce probiha pti 50°C za stalého michani ve vysokém vytézku. Michani je vhodné zajistit
ultrazvukem, nebot’ pak odpadaji problémy s rozpustnosti. Shluk Na,CO; nelze pouzit jako adsorbent,
protoze fenylalanin oproti L-tyrosinu postrada 4-hydroxylovou skupinu, diky které je molekula méné
polérni. Reakce probihala jednu hodinu, béhem niz bylo tfeba pii pouziti ultrazvuku kontrolovat teplotu

smesi, ktera se ptisobenim kavitaci a ptidatného ohfevu zahtiva.

Reakéni smés byla odpafena a nékolikrat extrahovana mezi Et,O a 3M roztok HCI kvili odstranéni

vedlejsich produktl a zbytkovych anorganickych soli rozpustnych ve vodeg.

Piipravena reakéni smés v etheru byla poté odpafena a rozpusténa v minimu DCM. Byla provedena

kapalinova sloupcova chromatografie. Jako eluent byl pouzit DCM se vzristajicim podilem ACN.

Jednotlivé frakce (3 frakce, jeden sloupec) byly identifikovany. Posledni frakce obsahovala

Cisty cilovy dimer fenylalaninového derivatu (MS — viz ptiloha 9).

Produkt byl dale ptecistén krystalizaci. Vysledna latka byla rozpusténa v DCM, pievedena do
vhodné zabrusové banky, prevrstvena dvojndsobnym mnozstvim hexanu a uzaviena. Krystalizace

probihala minimalné€ 48 hodin v zavislosti na podminkach. Vysledny produkt tvoii oranzova pevna latka.

Vysledny produkt je tfeba posléze analyzovat pouzitim nuklearni magnetické rezonance (NMR) pro

kone¢né ovéteni struktury.
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4.7. Metody strukturni analyzy
4.7.1. NMR spektroskopie

NMR (nuklearni magneticka rezonance) je kvantitativni instrumentalni metoda zalozena na interakci
magnetického  momentu  jader snenulovym spinem v homogennim  magnetickém  poli
s elektromagnetickym zafenim. V magnetickych polich o intenzitdch jednotek az desitek Tesla pfislusi
magneticky aktivnim jadrim rezonanéni frekvence v oblasti radiovych vin. Protoze elektronovy obal stini
jadro od vngjsitho magnetického pole, projevi se chemické poméry v molekule spektrem rezonancnich
frekvenci pro riizné vazana jadra. Rozdily téchto frekvenci oproti referencni frekvenci méteného izotopu
se nazyvaji chemickym posunem; jsou typicky v fadu miliontin referencni frekvence a jejich pomér k této

frekvenci nezavisi na intenzité magnetického pole, proto se vyjadiuji v jednotkach ppm (parts per milion).

Kazdd molekula mé charakteristické spektrum chemickych posunil, které zavisi na pouzitém
rozpoustédle a n€kdy také na teploté meteni, ale ne na spektrometru. Moderni spektrometry pouZzivaji
méfeni s tzv. Fourierovou matematickou transformaci. Vzorek je vystaven kratkému pulsu radiovych vin o
referenéni frekvenci. Energie pulsu dana soucinem vykonu a jeho délky vychyli magnetizaci vzorku ze
sméru magnetického pole. Parametry pulzu je vhodné nastavit pfesné na vychylku 90°. Dlouhé pulzy, tzv.
mekké, jsou selektivni, kratké intenzivni pulzy, tzv. tvrdé, ptisobi na jadra v Sirokém rozsahu rezonan¢nich
frekvenci. Po vybuzeni vzorku tvrdym pulzem je méfena jeho odezva, vyhasinani excitace, neboli FID
(free induction decay). Po matematickém zpracovani namétenych dat Fourierovou transformaci ziskame
spektrum vzorku. Tato technika je rychlejsi a presnéjsi nez klasické méfeni absorbce riznych frekvenci ve

vvvvvv

které po ptisluSném matematickém zpracovani poskytuji vicerozmérna a jina pokrocilé spektra.

Pro NMR méfeni se standardné pouzivaji deuterovana rozpoustédla. Hlavnim divodem je odstranit
z 'H spekter dominantni signal protonti rozpoustédla. Zarovei se deuterované rozpoustédlo vyuziva pro
tzv. Lock piistroje. Pfistroje jsou vybaveny zvla§tni civkou pro neustilé méfeni odezvy deuteria (°D) a
pomoci vyrovnavacich magnetickych civek neustale upravuji intenzitu magnetického pole tak, aby
rezonanéni frekvence deuteria v rozpoustédle byla konstantni. Toto zarucuje stalost magnetického pole a
spolehlivost naméfenych rezonanc¢nich frekvenci. Spravné nastaveni n€kolika dalSich sad vyrovnavacich

civek, tzv. Shimming, zarucuje homogenitu magnetického pole v objemu méfeného vzorku.

Méfeni byla provadéna v UACh na NMR piistroji Varian Mercury 400 Plus se supravodivym
magnetem chlazenym kapalnym heliem, vytvafejicim homogenni magnetické pole o intenzit¢ 10 Tesla
(pro zajimavost, magnetické pole Zemé ma intenzitu zhruba 300 000 x mensi). Vystupni data byla

zpracovana v programu VNMRJ v2.6. Zkoumané latky byly tésné¢ pred méfenim rozpustény
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v deuterovaném acetonitrilu (CD3CN). Jako referenéni standard (0 ppm) pro detekci signald jader "'B byl

pouzit BF3.0(C;Hs),, pro detekci ‘H a **C Me,Si.

Informace o struktuie latek byly ziskany predeviim z NMR spekter jader *'B, dale *H a **C. M&feni
jader "B probihalo pii frekvenci 128 MHz, jadra 'H pti 400 MHz a °C pii 100 MHz. Experimenty pii
nichZ byla ziskdvana data o chemickém posunu jader 'B a 'H trvaly par minut, na rozdil od velmi mélo
citlivych jader *C, jejichz méfeni zabralo tadové nékolik hodin. Citlivost jadra boru *'B pii méfeni NMR

je krom jiného zptisobena i vy3§im zastoupenim izotopu *'B (80,1%) V piirozené smési oproti **C (1,1%).

Pro vyhodnocovani vysledkii byla pouzita méfeni “'B, B {*"H}, 'H, 'H {*'B}, **C a B-"'B 2D
COSY (correlation spectroscopy — korelaéni spektroskopie). Slozené zavorky slouzi k oznaceni tzv.
dekaplinku, tedy experimentu ktery slouzi k zobrazeni spektra se selektivné potlaGenymi interakcemi

s danym druhem atomu.

hlavné B signal znadici exoskeletarni substituci za hydridicky vodik na pozici 8, ktery se neméni ani s ‘H
dekaplinkem a ziistava jako singlet (pi.: dg/ppm: 24,34 singlet (1B, B-0), viz piiloha 10). V *H a ¥*C
spektrech, vyjma thyminového derivatu, jsou charakteristické odezvy jader rGzn€ substituovanych
fenylovych kruht (pi.: op/ppm: 7-6 dublety a dc/ppm: 135-125). Pocet, intenzita a tvar signalii je odvozen
od stupné symetrie v zavislosti na poloze substituentu benzenového jadra - viz ptilohy 11,12,14 a 15.
Napft. nejsymetrictéj$i je odezva dvou dubletd u derivatu tyrosinu, substituovaného vyhodné v para-
polohach (viz priloha 11). Situace se mirn¢ komplikuje v ptipadé fenylalanin obsahujicich derivatu, kdy je
ve spektru vidét dva dublety intenzity 2 v pfekryvu s jednim dubletem intenzity 1 (viz ptilohy 12 a 15).
Nejméng symetrické rozlozeni signalét 'H a *C benzenového kruhu je patrné u derivatu s dopaminem,
tedy v pozicich 1,3 a 4 riznymi funkénimi skupinami substituovanym benzenovym jadrem. V tomto
piipadé dochazi k rozstépeni na 4 signaly intenzit 1:2:1:2 a rozsifeni oblasti vyskytu od 8,5-6,0 ppm pro
'H a 145-115 ppm pro *C (viz piiloha 14).

V piipadé *C NMR spekter derivatii fenylalaninu a tyrosinu jsou spoleénymi znaky piitomnost
singletu do/ppm: 135-128 karboxylové funkéni skupiny, v 'H spektrech vyskyt tripletu chiralniho atomu
uhliku CH pfi Jw/ppm: 4,23. Thyminovy derivat se vy$e popisovanému vymyka v 'H i *C NMR
spektrech, protoZze neobsahuje benzenové jadro ani fetézec, ale pouze rigidni heterocyklus. Pozice signali

OH a NH skupin jsou fluktuujici a pro kazdou latku a méfeni vyrazn¢ odli$na.

V piiloze 10 je popsino vzorové prifazeni signali NMR spekter "B, "B {*"H} a 'H {*'B} do
struktury 8-dioxan-COSANu.
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4.7.2. Hmotnostni spektrometrie

Stanoveni Cistoty cilové latky a jeji molarni hmotnosti bylo provadéno hmotnostnim spektrometrem
LCQ Fleet lon Trap (Thermo Fisher Scientific) kombinovanym s vysokoucinnym kapalinovym
chromatografem (HPLC Finnigan Surveyor). Spektrometricka data byla zpracovana v programu Qual
Browser 2.0.7 SP1; Thermo Fisher Scientific, Inc.: 1998-2007.

K ionizaci studovanych metalakarboranovych latek se na oddéleni syntéz UACh b&zné pouzivaji dva
typy sond — ESI (Electrospray lonization) a APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization). V piipadé
stanoveni molekulovych hmotnosti metalakarboranovych anionti je vyhodnéjsi pouzit ESI sondu, zatimco
Vv pfipad€ ionizace neutralnich boranli nebo jejich zwitteriontii k ionizaci zpravidla dochazi 1épe v rezimu
APCI. Zajimavosti je, Ze karborany a metalakarborany tvofi natolik stalé slouceniny, ze ani pii pouziti
drsngjSich ioniza¢nich podminek zpravidla nedochazi k fragmentaci téchto molekul, jak je tomu zvykem

Vv ptipadé analyz mnoha organickych latek.

Zkoumané vzorky byly pred injekci do systému rozpuStény a zfedény v  ACN na vyslednou
koncentraci piiblizné¢ 100 ng.ml™. Méfeni bylo provadéno pii napéti zdroje 5,47 kV, napéti valcovych
cocek -119,75 V, napéti na kapilate -31,95 V, teploté kapilary 160 °C a pritoku plynu 6 p.d.u. (sheath
gas). Vzorky byly davkovany kontinualni infuzi pii pritoku 5 pL.min™.

Béhem meéteni byl sledovan pouze vyskyt aniontl. Jejich molarni hmotnost si odpovidala pouze v
pfipadé monoaniontl, u vicenasobnych aniontl je tfeba zohlednit, Ze nezavisla proménna na grafu je

v , ’ . , . -1 . . . s ’ ’, ’ .
pomérem molarni hmotnosti a ndboje mz -, nikoli pouze molarni hmotnosti. Vysledna zobrazena hodnota

bude proto u dianiontu polovi¢ni, u trianiontu tfetinova atd.

Jelikoz zavislou proménnou na grafu je relativai Cetnost vyskytu urcitého iontu a kazda latka se pfi
ionizaci chova trochu jinak, nelze podle integralu jednotlivych piki urcit kvantitativni podil dané latky ve
smesi. Lze vSak timto zptisobem urcit ptibliznou Cistotu vzorku. Pro ovéfeni struktury latky je vZdy tfeba
provést meéfeni NMR vhodnych atomil ucastnicich se diskutované vazby nebo ziskat udaje o struktuie

latky z vypéstovaného monokrystalu.

Molarni hmotnost iontli karboranovych sloucenin odectena z grafu MS podléha urcitym pravidlam.
Signal jedné latky netvoii jeden pik, ale celé spektrum, nebot’ bor se na Zemi vyskytuje ve form¢ dvou
izotopti - *°B(19,9%) a 'B(80,1%). Spektrum méfené latky (viz piiloha 5-7,9) — v piipadé obsahu dvou
COSANovych podjednotek — tedy teoreticky vykazuje C'ss(2) = 37 pikli, nebot’ COSAN ma 18 atomt

boru (nasobeno poctem podjednotek). Redlng 1ze pozorovat 11-14 pikd v zavislosti na stabilité¢ zakladni
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¢ary. V této praci je jako vypovidajici hodnota pouzivana molekulova hmotnost s nejvyssim relativnim

zastoupenim, ktera odpovidé izotopickému rozloZeni boru.

V prubéhu méfeni také casto dochazi ke tvorbé pomérné stalych komplexti s atomy alkalickych kovil,
zejména sodiku. Je tomu tak zejména u téch metalakarboranti, které obsahuji v molekule dva a vice atomt

kysliku, ke kterym se atomy alkalickych kovti ochotné koordinuji.

4.7.3. TenKkovrstevna chromatografie
Tenkovrstevna chromatografie (TLC) jako analytickd metoda umoziuje rozlisit jednotlivé slozky
zkoumaného vzorku podle rizné schopnosti téchto latek vzlinat v prostiedi stacionarni faze (silikagel

spojeny Skrobem, celuldza aj.) spolu s mobilni fazi (organické rozpoustédlo).

Pro kazdou izolovanou latku lze za danych podminek stanovit tzv. retencni faktor R¢, pro jehoz popis
plati, Ze latky setrvavajici na startu maji R¢= 0 @ Rf = 1 maji latky jdouci s ¢elem soustavy (viz obr. 4.6.3-
1). Dle poctu frakcei 1ze urcit ptiblizny podil latky ve smési a také jak se bude smés chovat pii sloupcové

chromatografii. V zavislosti na pouzitém eluentu R¢také napovida o polarité zkoumané latky.

K chromatografické analyze byly vyuzity destiCky Silufol (Kavalier) a NH; Fasss (Merck). Latky
byly vétSinou velmi dobie viditelné jako oranzové skvrny. Vyjimkou byla TLC a-aminokyselin, ktera
musela byt provadéna na destickach PEI Cellulose (Sigma-Aldrich) a jednotlivé skvrny zviditeliovany

aplikaci 1% ninhydrinu v acetonu a zahfatim.

Jako mobilni faze — eluent — byl nejcastéji pouzivan DCM nebo tzv. aniontova smés chloroform +

ACN 2:1. V ptipadé TLC a-aminokyselin byla jako eluent pouzita smés butanol + kyselina octova + voda

pfipravené v objemovém poméru 4:1:5, %

N 111

/
/

=
Obr. 4.7.3-1. Priklad TLC chromatogramu zn. Silufol se vzorky 3 frakci prvniho chromatografického déleni

reakéni smési (L-tyrosinovy derivat). Jako eluent byla pouZita aniontova smés chloroform + ACN 2:1.
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4.8. Pouzité chemikalie a laboratorni material

Pro sloupcovou chromatografii byl pouzit silikagel MERCK 60 (0.040-0.063 mm) v normalni fazi

pro kolonovou chromatografii (230-400 mesh ASTM) a rozpoustédla uvedena spolu s pouzitymi

chemikaliemi v tab. 4.8-1. Rozpoustédla byla pied pouzitim v reakcich zbavovana zbytkové vody pomoci

molekulovych sit s velikosti pora 0,4 nm, ¢. 8471.2, vyr. Carl Roth. Jako inertni plyn byl pouzit dusik,

¢istota 99.999%, Messer.

Vzorky byly pfed analyzou pomoci hmotnostni spektrometrie ¢iStény pomoci hydrofobniho

membranového filtru PTFE pro MS, velikost poru 0,45 um, vyr. Membrane Solutions.

Oznaceni chemikalie Kéd vyr. | Cistota | Vyrobce Poznamka
Acetonitril p.a. - 99,7% | Lach-Ner reakce

Acetonitril, HPLC grade - >99,9% | Chem-Lab hmotnostni spektrometrie
Acetonitrile-d3 233323 99,96% | Sigma-Aldrich | NMR spektroskopie
Dichlormethan p.a. - 99,97% | Lach-Ner

Methanol p.a. - 99,94% | Lach-Ner

Diethylether p.a. - 99,95% | Lach-Ner

Aceton p.a. - 99,5% | Lach-Ner

Hexan p.a. - 99,17% | Lach-Ner

Chloroform p.a. - 99,9% | Lach-Ner

Tetrahydrofuran p.a. - 99,94% | Lach-Ner

1,4-dioxan p.a. - 99,8% | Lach-Ner

Kobalt bis(1,2-dikarbolid) cesna sl - >99% Katchem

Fluorid bority diethyletherat 10089790 | 295% Fluka nyni 15719 Sigma-Aldrich
L-fenylalaninmethylester P1720 98% Sigma-Aldrich

L-tyrosin T3754 >98% Sigma-Aldrich

Dopamin hydrochlorid H8502 >98% Sigma-Aldrich

Thymin TO376 299% Sigma-Aldrich

Uhlic¢itan sodny bezvody p.a. - 299% Lach-Ner

Chlorid cesny C3139 299,5% | Sigma-Aldrich
Methyltrifenylfosfonium bromid 130079 298% Sigma-Aldrich

Hydrid sodny 223441 295% Sigma-Aldrich

Tab. 4.8-1. Seznam poutzitych chemikalii.
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5. Vysledky

Bylo ptipraveno pét novych substituovanych metallakarboranoych derivati s motivem dvou kobalt
bis(dikarbolidovych) jednotek vzajemné propojenych diethylenglykolovym fetézcem se zabudovanou
funkéni skupinou katecholaminu, jeho prekurzoru, nebo nukleové baze v centru molekuly. Ctyii latky (viz
schéma 5-3-1,2,4,5) byly ptipraveny dle upravené¢ho PleSkova syntetického konceptu (viz schéma 5-1)
vazbou centralniho substituentu pies jednu terciarni aminoskupinu. “” Thyminovy derivat (viz schéma 5-
2-3) byl pripraven analogicky, ale pfipojenim pifes dvé terciarni aminoskupiny zabudované
v pyrimidinovém kruhu. Vychozi latka 8-dioxan-COSAN byla pfipravena za piitomnosti aktivatoru
BF3.0(C,Hs), mechanismem EINS.

5 VanVanN /_\J@

N
aceton / THF |
R

> Co Il

©

A—2=
5+

Co I

Na,CO, / NaH

Schéma 5-1. Schéma reakce dle upraveného Pleskova syntetického konceptu, pfi které vznikaji derivaty s
motivem dvou kobalt bis (dikarbolidovych) jednotek vzajemné propojenych diethylenglykolovym

fetézcem. PGvodni koncept uvaZuje prostredi monoglymu (1,2-dimethoxyethan) a 2 mol{ NaH.
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(1) L-tyrosin-bis-COSAN-dioxanat (GB-268) - bis-[8-(-5-pentoxy-1-oxy)-(1",2"-kloso-dikarbaundeka
hydridoundekaboran)-komo-3,3"-kobalt-(1,2-kloso-dikarbadekahydridoundekaboran)-]-N,N-(-2-amino-3-
(4-hydroxyfenyl)-1-propan-(3-)-at trisodny hexahydrat

Vytszek: 27 mg (2,2%), TLC: (DCM) R; = 0; (ANI) R; = 0,85, NMR: dg/ppm: 23.82 singlet (1B,
B-0O), du/ppm: 7.10, 6.78 dublet (4H, p-CsH,), dc/ppm: 131.72 singlet (1C, COOH) (viz ptiloha 11); MS
ESI: mz* = 500,58 (M*, 100%), vypo&teno: 500,36; mz™* = 1001,83 (H+M", 18%), vypoéteno: 1001,73;
mz* = 1023,83 (Na+M", 32%), vypocteno: 1023,71 (viz p¥iloha 5)

(2) D-fenylalanin-bis-COSAN-dioxanat (GB-267) - bis-[8-(-5-pentoxy-1-oxy)-(1",2"-kloso-dikarba
undekahydridoundekaboran)-komo-3,3"-kobalt-(1,2-kloso-dikarbadekahydridoundekaboran)-]-N,N-(-2-
amino-3-fenyl-1-propan)-(3-)-at trisodny hexahydrat

Vytézek: 77 mg (32,1%), TLC: (DCM) R¢ = 0; (ANI) Rf = 0,51, NMR: dg/ppm: 24.27-23.61 mirné
roz§tépeny singlet (1B, B-O), du/ppm: 7.31-7.24 piekryvajici se dublety intenzit 2:1:2 (5H, C¢Hs), dc/ppm:
135.06 singlet (1C, COOH) (viz ptiloha 12); MS ESI: mz™* = 985,92 (H+M", 100%), vypoéteno: 985,73
(viz ptiloha 9)

(3) Thymin-bis-COSAN-dioxanat (GB-254) — bis-[8-(-5-pentoxy-1-oxy)-(1",2 -kloso-dikarbaundeka
hydridoundekaboran)-komo-3,3"-kobalt-(1,2-kloso-dikarbadekahydridoundekabor)-]-N,N"-(5-methyl-1,3-
diazabenzen-2,4-dion)-(2-)-at, didraselny

Vytézek: 5 mg (4,3%), TLC: (DCM) R = 0; (ANI) R = 0,13, NMR: dg/ppm: 24.20-23.70 mirné
roz§tépeny singlet (1B, B-O); du/ppm: 7.40 singlet (1H, NH), 3.92 singlet (1H, CH), 2.38 singlet (3H,
CHj3), dc/ppm: 165.26 (1C, NCON), 153.15 (1C, Cyyaremi), 141.86 (1C, NCO), 73.03 (1C, CH=C), 13.16
(1C, CHy) (viz piiloha 13); MS ESI: mz™ = 473,42 (M?*, 100%), vypodteno: 472,84 (viz piiloha 6)

Byl izolovan téz monomer thymin-COSAN-dioxanat: TLC: (DCM) R = 0; (ANI) Rs = 0,06, MS
ESI: mz™" = 536,48 (M*, 100%), vypodteno: 536,36

(@) Dopamin-bis-COSAN-dioxanat (GB-261) - bis-[8-(-5-pentoxy-1-oxy)-(1",2"-kloso-
dikarbaundekahydridoundekaboran)-komo-3,3"-kobalt-(1,2-kloso-dikarbadekahydridoundekabor)-]-N,N-(-
4-(2-aminoethyl)-benzen-1,2-diol )-(1-)-at, draselny

Vytézek: 46 mg (7,5%), TLC: (DCM) Rt = 0; (ANI) R = 0,15, NMR: dg/ppm: 23.92 singlet (1B,
B-0O); on/ppm: 7.22-7,02 multiplet (3H, C¢H3), 3.87 multiplet (2H, CH,N), 3.27 triplet (2H, CH,) (viz
ptiloha 14); MS ESI: mz™* = 974,74 (H+M", 100%), vypo&teno 973,73 (viz piiloha 7)
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(5) L-fenylalaninmethylester-COSAN-dioxanat (GB-269) - [8-(5-pentoxy-1-oxy)-(1",2"-kloso-dikarba
undekahydridoundekaboran)-komo-3,3"-kobalt-(1,2-kloso-dikarbadekahydridoundekabor)]-N-(2-amino-3-
fenyl-1-methoxy-propan-(1-)-at, sodny dihydrat

Vytézek: 21 mg (7,1%), TLC: (DCM) R¢ = 0; (ANI) R¢ = 0,38, NMR: dg/ppm: 24.23 singlet (1B, B-
0); on/ppm: 7.38-7.28 prekryvajici se dublety intenzit 2:1:2 (5H, CgHs); 4.30 triplet (2H, CH,), 3.39
kvartet (1H, CHN), 1.10 singlet (3H, CH30); oc/ppm: 130.36 singlet (1C, COO) (viz ptiloha 15); MS ESI:
mz* = 575,56 (M", 100%), vypo&teno 575,40 (viz piiloha 8)

Nepodafilo se nalézt syntetickou cestu k vytvofeni derivatu methylesteru fenylalaninu S motivem
dvou kobalt bis (dikarbolidovych) jednotek svazanych pies terciarni aminoskupinu i pfes pouziti silnéjsiho
deprotoniza¢niho ¢inidla NaH. Duvodem je (a) stericka zabrana vazby druhé podjednotky vlivem
ptidaného methylu (b) elektronovy par, ktery by na hydroxylovém kysliku karboxy-skupiny po
deprotonizaci zistal, je po esterifikaci sdilen s methylem. Ptic¢inou ziejmé je, ze elektronegativnéjsi atom
kysliku odebira elektrony ze zbytku molekuly — i z aminoskupiny, ktera tak mize byt jenom sekundarni

(viz schéma 5-2).

Moy = 0,9 Mopy = 1,24
H,N O—=CHj H,N Ot
<: :}—' \O <: :}—' \O
HaN" OH HoN 0
zasadité prostiedi
\ S kyselé prostiedi \ S

Schéma 5-2. Srovnani fenylalaninu a jeho methylesteru z hlediska polarity vazby mezi kyslikem a
methylem resp. vodikem. Vyssi rozdil elektronegativity u vodiku zapficinuje zvySenou polaritu vazby.
Vodikovy kation se tak mlze v zdsaditém prostiedi odstépit a prenechat elektron kysliku, ¢imz snizi
negativni indukéni efekt hydroxylového kysliku na zbytek molekuly. Toto pevné kovalentné vazana

alifatickd skupina methylu neumoznuje.
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Schéma 5-3. Prehledné schéma syntézy jednotlivych derivatl pfipravenych v rdmci této prace rozlisujici

prostfedi (THF / aceton + voda, teplota). Nezahrnuje diléi kroky jednotlivych syntéz.
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5.1. Vysledky inhibice HIV-1 PR

Vybrané latky byly pfevedeny na draselné, nebo sodné soli, kvuli vyuZitelné rozpustnosti ve vodném
prostiedi vhodném pro testy na izolované HIV-1 PR. Latky byly pfedany k spektrofotometrickému studiu
inhibice stépeni chromogenniho substratu izolovanou rekombinantni wild-type HIV-1 PR in vitro a ur¢eni
inhibi¢nich konstant ICsy. Testy byly provedeny na oddéleni biochemie patogennich proteas UOChB AV
CR, vedeném doc. RNDr. Janem Konvalinkou, CSc. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 5.1-1.

Studium inhibice HIV-1 PR probihalo typicky v prostfedi 1 ml 0,1 M roztoku octanu sodného jako
pufru (pH 4,7), 0,3 M NaCl a 4 mM EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova). Koncentrace substratu —
oligopeptidu LysAlaArgValNle*NphGluAlaNle-NH,, kde hvézdi¢ka zna¢i misto §tépeni - se blizila K,
HIV-1 PR. Bylo pifidano 8 — 10 pmol wild-type HIV-1 PR a roztok zkoumané litky v DMSO
(dimethylsulfoxid) s proménnou koncentraci. Koncentrace HIV-1 PR zistavala v prubéhu experimentu
konstantni. Podil DMSO nepiekracoval 2,5% objemu.

Hydrolyza substratu byla sledovana jako pokles absorbance pii vlnové délce 305 nm.
Spektrofotometrické Setieni bylo provedeno s pouziti ptistroje UNICAM UV500 (Thermo Spectronic).
Ziskana data byla zpracovana pouzitim Williams-Morrisonovy rovnice pro reverzibilni kompetitivni

inhibici.

Koéd Nazev aniontu Sumarni vzorec M., 1Csg

GB-268 | L-tyrosin-bis-COSAN-dioxanat (1) | Na3[B3C0,C,5Hs7NO;] 1176,74 | 120 nM
diCOSDIOX-L-tyrosin RK2 | .6 H,0

GB-267 | D-fenylalanin-bis-COSAN-dioxanat (2) | Na3[B3C0,C;5H67NOg] 1160,74 | 100 nM
diCOSDIOX-D-fenylalanin RK6/2fr | . 6 H,0

GB-254 | thymin-bis-COSAN-dioxanat (3) | K[B3sC0,Cy1Hg1N,0¢] 984,65 90 nM
diCOSDIOX-thymin RK3/3fr

GB-261 | dopamin-bis-COSAN-dioxanat (4) | K[B3sC0,Cy4Hs7NOg] 1011,69 | 150 nM
diCOSDIOX-dopamin RK4/2fr

GB-269 | L-fenylalaninmethylester-COSAN-dioxanat (5) | Na[B;sCoC;7NO4H.] 636,43 320 nM
COSDIOX-L-fenylalanin methylester ~ RK5/4fr | . 2 H,0

Tab. 5.1-1. Vysledky spektrofotometrického zkoumani inhibice Stépeni chromogenniho substratu
izolovanou rekombinantni wild-type HIV-1 PR. Cisla v druhém sloupci napravo odpovidaji oznaceni ve

schématu 5-3. Hodnoty IC5q jsou uvadény s presnosti + 10 nM.
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1400 nM

320 nM

Ny
nyy

150 nM
130 nm 140 nM

120 nM

100 nM 100 nM 90 nM
58nM 51 nMm I I

GB-18 GB-21 GB-48 GB-80 SI-23 SI-27 GB-268 GB-267 GB-254 GB-261 GB-269

Inhibitor IC50 [nM] K; [nM]

saquinavir - 0,04 +0,01
indinavir - 0,12 +0,02
nelfinavir - 0,07 +0,01
lopinavir - 0,018 + 0,009
amprenavir - 0,18 +0,02
atazanavir - 0,024 + 0,005
GB-18 1400 66 +30
GB-21 130 20 5
GB-48 140 2,2 1,2
GB-80 100 4,9 +2,1
SI-23 58 -

SI-27 51 -

GB-268 (1) | 120 -

GB-267 (2) | 100 -

GB-254 (3) | 90 -

GB-261 (4) | 150 -

GB-269 (5) | 320 -

Tab. 5.1-2. Srovnani namérenych hodnot ICsy s publikovanymi metallakarboranovymi Pl ve formé tabulky
a grafu. Publikované inhibitory, u kterych byl uréen K; jsou srovnany s vybranymi Pl pouZivanymi

v klinické praxi. Zdroj dat: (10), (103)
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6. Zavér a diskuze

Jako castecné uspésSna se ukazala predikce parametrii jednotlivych centralnich funkénich skupin
z hlediska polarity. Karboranovy derivat thyminu se dvéma oxo-skupinami se ukazal byt podobné
uéinnym jako jeho analog SI-27 se zabudovanym C,C* substituovanym 1,7-kloso-dikarbadodekaboranem
(viz schéma 6-1). @ Analog mél oproti syntetizovanému thymin-bis-COSAN-dioxanu 0 39 nM nizsi
hodnotu 1Csp, coz muzeme vysvétlit absenci alifatického methylu a vy$§im nabojem centralniho

karboranového klastru, ktery tak ma vyssi afinitu k HIV-1 PR.

©
@U VAR VanV, \OJ@

S

\

G

@)

CHs;

thymin-bis-COSAN-dioxanat (90 nM.ml™)

© ©

-
=
B &

Schéma 6-1. Porovnani hybridniho derivatu thymin-bis-COSAN-dioxandtu (GB-254, 3) a abiotického 1,7-

1,7-dikarbadodekabor-bis-COSAN-dioxanat (51 nM.ml?)

dikarbadodekabor-bis-COSAN-dioxanatu (SI-27). Srovnano v tabulce 5.1-2.
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Naopak zklamanim byla nizkd u¢innost dopaminového derivatu, pfestoze jsou hydroxy-skupiny

povazovany za kli¢ové k vytvateni vodikovych vazeb k aktivnimu centru enzymu. *?

V ptipadé dopamin-bis-COSAN-dioxanatu byla o¢ekavana podobna ucinnost jako u abiotického
derivatu SI-23 1-amino-1-kloso-karbadodekabor-bis-COSAN-dioxanatu (viz schéma 6-2). Zde vsak byl
AlCso = 92 NM, coz muze byt vysvétleno del§im alifatickym fetézcem, ktery se oproti predpokladim

v oddile 3.2.2 ukazal byt spiSe faktorem negativné ovliviiujicim schopnost inhibovat HIV-1 PR.

© ©

=
4

VanVanVanVan

Co 111 Co I

HO

OH

dopamin-bis-COSAN-dioxanat (150 nM.ml™?)

Y @
) W

YV VRN

0 o) NH* o) o)

Co I Co I

@
g

1-amino-1-karbadodekabor-bis-COSAN-dioxanat (58 nM.ml™?)

Schéma 6-2. Porovnani hybridniho derivatu dopamin-bis-COSAN-dioxanatu (GB-261, 4) a abiotického 1-
amino-1-karbadodekabor-bis-COSAN-dioxanatu (SI-23). Srovnano v tabulce 5.1-2.



Para-hydroxylova skupina na benzenovém kruhu L-tyrosin-bis-COSAN-dioxanatu se ukazala byt
oproti D-fenylalaninovému derivatu negativnim faktorem, neuvazujeme-li mozny vliv optické izomerie.
Oba derivaty vsak oproti ocekavani mély obdobné hodnoty ICs, jako jiz publikovany abioticky derivat
GB-80 tvofeny dvéma jednotkami 8-dioxan-COSANu spojenymi pouhou sekundarni aminoskupinou (viz

schéma 6-3). L-tyrosinovy derivat vykazoval dokonce ICsyp 0 20nM vyssi. Celkové se tak substituce

©

4

centrdlni aminoskupiny zvolenymi organickymi molekulami ukézala byt spise kontraproduktivni.
VanVanVanVany

Colll OH Co

@ ]

OH

=
=

&

D-fenylalanin-bis-COSAN-dioxanat (100 nM.ml™)
[ L-tyrosin-bis-COSAN-dioxanat (120 nM.ml™?) ]

<& N

NNV

Co I Co I

amin-bis-COSAN-dioxanat (100 nM.ml?)

Schéma 6-3. Porovnani hybridnich derivati D-fenylalanin-bis-COSAN-dioxanatu (GB-267, 2) a L-tyrosin-
bis-COSAN-dioxanatu (GB-268, 1) a abiotického derivatu amino-bis-COSAN-dioxanatu (GB-268).

Srovnano v tabulce 5.1-2.
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Samostatnou kapitolou je derivat methylesteru L-fenylalaninu, ktery byl zafazen do vysledkd, ackoli
se jedna o pouhy monomer. Funkéné, ne vSak ucinnosti (aAlCsy = 190 nM) Ize L-fenylalaninmethylester-
bis-COSAN-dioxanat piipodobnit k abiotickému derivatu GB-21 — 1,2-difenylethan-1,2-diol-COSAN-
dioxanatu (viz schéma 6-5). Zde je rozdil velmi vyrazny, nebot derivat GB-21 napf. postrada

karboxylovou skupinu, je vazany jako alkoholat a nikoli pfes amino-skupinu, disponuje dvéma

Yy t

L-fenylalaninmethylester-COSAN-dioxanat (320 nM.ml™)

benzenovymi kruhy a dalsi.

©

=
=
=

1,2-difenylethan-1,2-diol-COSAN-dioxanat (130 nM.ml™)

Schéma 6-4. Porovnani hybridniho derivatu L-fenylalaninmethylester-COSAN-dioxanatu (GB-269, 5) a
analogického abiotického derivatu 1,2-difenylethan-1,2-diol-COSAN-dioxanatu (GB-21). Srovndno

v tabulce 5.1-2.
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Predpoklady shrnuté v ¢asti 3.2.2. se ukazaly byt z velké ¢asti nepravdivé. (1) Derivat s centralni
skupinou thyminu byl i pfes vazbu ptes dva heterocyklické atomy dusiku G¢innéjs$i nez ostatni pfipravené
metallakarboranové PI. (2) Derivaty se zabudovanou polarni centralni skupinou obecné nevykazovaly
niz§i hodnoty ICsq nez derivaty s nepolarni centralni skupinou. Toto Ize pozorovat napt. u L-tyrosin-bis-
COSAN-dioxanatu v porovnani s fenylalaninovym derivatem. Vyjimkou byl thyminovy derivat se dvéma
zabudovanymi oxo-skupinami. (3) Stupen hydroxylace se neukazal byt pozitivnim faktorem pro ucinnost
syntetizovaného PI. Dopaminovy derivat vykazoval vys§i hodnoty ICsy nez L-tyrosinovy derivat. L-
tyrosinovy derivat vykazoval vys$si hodnoty ICsy nez fenylalaninovy derivat. (4) Absence alifatického
fetézce se neukézala jako negativni faktor z hlediska uc€innosti inhibitoru. Thyminovy derivat mél nizsi

hodnoty ICs nez ostatni ptipravené metallakarboranové PI.

Celkove nizké procentualni vytézky (primérny vytézek 10,6%) lze zduvodnit absenci ochrany
jednotlivych nukleofilnich funkénich skupin substituovanych molekul v pribéhu syntéz a zvySenymi
pozadavky na Cistotu latek k provedeni biochemickych testli. Béhem pufifikace produktti bohuzel také

dochazi k velkym ztratam, zejména pfi chromatografickych izolacich.

Syntetizované metallakarboranové inhibitory HIV-1 PR vykazovaly uspokojivé hodnoty ICsy Ve
srovnani s ostatnimi PI syntetizovanymi na UACh, stale viak nedosahly hodnot ICs klinicky pouzivanych
PI, mezi nimiz jsou stale rozdily nékolika fadu (viz tabulka 5.1-2). To co vSak metallakarboranové
inhibitory ztraci v hrubé G¢innosti, vynahrazuji svymi velmi pozitivnimi vlastnostmi ovliviiujicimi jejich

biologickou dostupnost.

Nejvétsim problémem dnesniho terapeutického konceptu 1é¢by AIDS HAART je zejména ustanoveni
virovych rezervoari *¥, v nichz pak virus pieckava dobu 1é&by v lyzogennim cyklu, dokud neni obnoven
lyticky cyklus napf. zvyenim hladin NF-kB ©%. Tyto rezervoary jsou mista obsahujici buiiky s receptory
kompatibilnimi napf. Svirovym ligandem gpl120. Jsou to =zejména pamétové T-lymfocyty
s kompatibilnimi receptory Vv miznich uzlinach ™ a mikroglie s B-chemokinovymi receptory CCR5

v cerebrospinalni oblasti, ** dale pak napf. buiiky kostni dfeng, genitalni oblast u muzi a sliny. *¥

Mikroglie v oblasti CNS jsou chranény hematoencefalickou bariérou, pies kterou pronikaji stavajici
inhibitory velmi nesnadno, ®® ne tak jako dnes jiz klinicky pouzivané BNCT agens zaloZené na

1 119

karboranovych klastrec podobné jako inhibitory HIV-1 PR syntetizované v ramci této prace. Toto

nam dava potencialni moznost eradikace viriontl i uvnitt cerebrospinalniho rezervoaru.

Metallakarboranové derivaty byly v minulosti podrobeny dikladnému vyzkumu v oblasti neutronové

zéchytové terapie (NCT) nadorovych onemocnéni. P¥i pouziti °B klastrt pti syntéze inhibitora HIV-1 PR
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by bylo mozno podobny koncept aplikovat i na lymfatické rezervoary infekce. Dosah zafeni a
oxidativniho stresu produkovaného rozpadem B + n® — ’Li + o + E je 4-9 um ®” a velikost

138 ~ I , v . v e
38) coz by nam davalo moznost selektivnd nicit

pamétovych T-lymfocytl v miznich uzlindch je 8-10 pm
napadené buiiky nedosazitelné standardni terapii. Otazkou zistava, zda by bylo mozné vystavit pacienta
ptiblizné 450 radiacnim terapiim K ozafeni kazdé lymfatické uzliny. Relevantni vyzkum 1écby HIV

pomoci BNCT neni v dnesni dobé dostupny a pravdépodobné neexistuje.

Poznatky ziskané zprubehu jednotlivych syntéz budou vyuzity k navrhu a realizaci syntézy
Pro. ™9 Problémem je viak vysoka cena dipeptidii, vyplyvajici ze sloZitosti jejich pipravy. ©*? Resenim
je vyuziti alternativniho zdroje isosteri hydroxyethylaminu, primyslové nejrozsifenéjSiho dipeptidu
vyuzivaného v potravinafstvi — aspartamu (E951). Aspartam je stericky velmi podobny centralni skupiné

saquinaviru (viz schéma 6-5). Toto bude pfedmétem dalsi prace.

Saquinavir \

0
HZN\E)LNH/\H’O‘CHg,

Aspartam (E951) o &

OH

Schéma 6-5. Srovnani sterické podobnosti molekuly aspartamu s centralni skupinou Pl Saquinaviru.
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7. Seznam pouzitych zkratek

HIV
COSAN

HIV-1 PR

Nef
Gag
Pol

Env
Rev

NNRTI

NRTI /
NtRTI
CDC

PTFE
CosY
FID

virus lidské imunitni nedostate¢nosti
cobaltacarborane sandwich anion
kobaltokarboranovy sendvi¢ovy anion
HIV-1 proteasa

negative regulatory factor

negativni regulacni faktor
group-specific antigen

skupinové specificky antigen
polymerase proteins, polymerasové
proteiny

envelope, obal

regulator of virion expression
regulator exprese virionu
ne-nukleosidovy inhibitor reverzni
transkriptasy

nukleosidovy / nukleotidovy inhibitor
reverzni transkriptasy

Centers for Disease Control and
Prevention

Centrum pro kontrolu nemoci a
prevenci

polytetrafluoroethylen, teflon
korelacni spektroskopie

free induction decay

AIDS
HAART

NMR
TLC
DCM
ACN
THF

ss cDNA

CNS
p.d.u.

IUPAC
MS ESI
ANI
RDS
BNCT

ASTM
CYP3A4

ppm

syndrom ziskaného selhani imunity
highly active antiretroviral therapy
vysoce aktivni antiretrovirdlni terapie
nukledrni magnetickd rezonance
tenkovrstevna chromatografie
dichlormethan

acetonitril

tetrahydrofuran

single strand complementary DNA
jednofetézcova komplementarni DNA
centralni nervova soustava
procedure defined unit **?

jednotka definovana pro zafizeni
Mezindrodni unie pro Cistou a uZitou
chemii

hmotnostni spektrometrie

s elektrosprejovou ionizaci

aniontova smés chloroform + ACN 2:1
rentgenova difrakéni spektroskopie
borova neutronova zachytova terapie
standard velikosti &astic ™"

isoforma 3A4 komplexu enzymu
Cytochromu P450

parts per million, ¢asti z milionu

Karboranové klastry nemaji ve strukturnich vzorcich z praktickych divodu zobrazeny atomy boru a

atomy uhliku jsou vyznafeny kulickou. Ke kazdému atomu klastru kromé centralniho atomu kobaltu je

vazan hydridicky vodik a na pozici 8 je na jeho misto pfipojovan ligand.

V tomto textu se vyskytuji oznaceni aminokyselinovych zbytkd pomoci zkratek (viz tab. 7-1). Pokud

neni uvedeno jinak, pak oznaeni ve tvaru AXB (napif. V32I) znamena bodovou mutaci na pozici x za

zmény aminokyselinového zbytku A v fetézci na B. Oznaceni zbytku ma tvar AbcX (napfi. Ile47), kde Abc

je tiipismenna zkratka a X oznacuje pozici zbytku.

Ala

Arg
Asn
Asp
Cys
Gln
Glu
Nle

mMOOoO=zZz>=X>

alanin Gly G
arginin His H
asparagin lle I

kyselina asparagova Leu L
cystein Lys K
glutamin Met M
kyselina glutamova Phe F
norleucin Nph -

glycin
histidin
isoleucin
leucin

lysin
methionin
fenylalanin

Pro P prolin

Ser S serin

Thr T threonin

Trp W  tryptofan
Tyr Y tyrosin

Val Vv valin

Sec U selenocystein

para-nitrofenylalanin

Tab. 7-1. Seznam 21 lidskych proteinogennich aminokyselin s odpovidajicimi zkratkami. ®* Pfirozené se

nevyskytujici Nle a Nph byly pouzity pfi biochemickych studiich
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8. Prilohy

A
150

% %wWH

GB-21

H
0~/J}(®»0~/\
GB-48
£
'g 75— OO~
N’\f
H,
GB80 %
56 2 , o =BHorB, if substituted o=CH Q=Co
25—
il
"~ PRS
0* &y oy ' PR4
& & PR3
& =z &7/ PR2
& i e S e e &7 7 pr1
e & \w& A® w"\ o HIV-1 PRs
& & P >
inhibitors

Priloha 1. Srovnani hodnot vitality sedmi klinickych inhibitord a ¢tyf metallakarboranovych inhibitord.
GB-18 je samotny COSAN, jeho vazba na molekulu enzymu je znazornéna na obr. 1-2. Vitalita je
definovana jako v = ( K; Keat / Kim ) mut / ( Ki keat / K ) wr, kde index MUT oznacuje soubor hodnot K;, ke, a
Km pro dany inhibitor a zmutovanou variantu proteinu a index WT oznacuje tzv. wild-type variantu
proteinu bez mutatci. Mutace: PR1: D30N/N88D; PR2: M461/A71V/V82T/I184V; PR3: A71V/V82T/184V;
PR4: V321/147A; PR5: L101/115V/E35D/N37S/R41K/162V/L63P/A71V/G73S/L90M; PR6:
L101/L241/L33F/M46L/154V/L63P/A71V/V82A/184V; PR7: L10F/L191/K20R/L33F/E35D/M36I/
R41K/F53L/E54V/L63P/H69K/A71V/T74P/184V/L8IM/L9OM/I193L;  Pfevzato s laskavym dovolenim z
prace Petr Cigler, Milan KoZidek, Pavlina Rezacova et al.; From nonpeptide toward noncarbon protease

inhibitors: Metallacarboranes as specific and potent inhibitors of HIV protease; 15395 — Table 1., PNAS,
October 25, 2005, vol. 102, no. 43
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Priloha 2. Mortalita a dle pficin pro lidi mezi lety 25 az 44 v USA dle narodnich statistik natality a
mortality CDC. PFevzato s Upravami z prace Jana Pokornd, Ladislav Machala, Pavlina Reza¢ova, et al.

Current and Novel Inhibitors of HIV Protease, 1 ,Viruses, 2009
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Kategorie

Nazev 1é¢iva

Mechanismus pisobeni

Inhibitory vstupu enfuvirtid gp41 nepronikne plazmalemou
maraviroc blokace gp120 vazbou na CCR5
Inhibitory reverzni NRTI emtricitabin analog cytidinu
transkriptasy lamivudin
zalcitabin
didanosin analog adenosinu
abacavir analog guanosinu
zidovudin analog thymidinu
stavudin
tenofovir analog adeninu

NNRTI efavirenz vazba na hydrofobni kavitu

nevirapin podjednotky p66 reverzni

delavirdin transkriptasy

etravirin

rilpivirin

Inhibitory integrasy raltegravir inhibice virové integrasy

Inhibitory proteasy amprenavir inhibice virové proteasy

tipranavir

indinavir

saquinavir

lopinavir

fosamprenavir

ritonavir

darunavir

atazanavir

nelfinavir

Pfiloha 3. PFehled 27 duleZitych Géinnych latek v boji proti HIV pouZivanych v klinické praxi ®, jejich déleni

do jednotlivych kategorii a popisu mechanismu ucinku.

> Jednd se o G&inné latky schvalené americkym G¥adem pro kontrolu potravin a lé&iv (FDA) v dobé psani této prace
(53)
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Priloha 4. Oznaceni pozic (méd geometricky stfed zbytku) jednotlivych odpovidajicich aminokyselinovych

zbytkd, na které je vazana COSANova podjednotka inhibitoru. 1 - lle54-154, 2 - lle47-147, 3 - Gly48-148, 4
- Pro81-181, 5 - Val82-182, 6 - 11e84-184. Krystalografickd data ziskana z databdze Proteopedia.org *1©),

zpracovano v programu Jmol v. 13.0.10°.

6 Krystalograficka data byla upravena, piivodné zachycuje vazbu HIV-1 Pr na saquinavir a nejedna se o wild-type
nybrz o mutant V82A.
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R: 0.37 Da @FWHM
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. 1019.83
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101673 /i) /1102970 1635 79
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Priloha 5. Hmotnostni spektrum L-tyrosin-bis-COSAN-dioxandtu. Prvni spektrum naleZi dianiontu, druhé

spektrum nalezi monoaniontu vazanym s vodikovym kationtem a posledni nalezi monoaniontu vdzanym

se sodnym kationtem.
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473.42 NL:
100 3.31E4

] 472.44 | || 47390 ES|_RK3_3fr_thymin_12080
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Priloha 6. Treti chromatografickd frakce reakéni smési thymin-bis-COSAN-dioxanatu. Spektrum nalezi
dianiontu. Vyraznéj$i odchylka Amz* = 0,58 naméfené hodnoty od vypoétené je zplisobena nepFesnosti

meéreni.
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Priloha 7. Druha chromatograficka frakce reakéni smési dopamin-bis-COSAN-dioxanatu. Spektrum naleZi

monoaniontu vazanému s vodikovym kationtem.
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B 18 CoC 17 NO 4 H3g:
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Pfiloha 8. Ctvrtd chromatograficka frakce reakéni smési fenylalaninmethylesteru-COSAN-dioxanatu.

Spektrum naleZi monoaniontu.
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Pfiloha 9. Druhd chromatografickd frakce reakéni smési fenylalanin-bis-COSAN-dioxanatu. Spektrum

naleZi monoaniontu vazanému s vodikovym kationtem.
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s1z81 B
8-dioxane-COSAN
H1 coupled

b
ac400 s2pul ~
solvent = acetone ‘l]

4.432
4,028
——4.088

—

sfrq/tof=309.983/-2600

date May 14 2007
1p/rp=  -305/61
at/dl 2.00 - 1.00

ct 18 A
W o= 1

sp/wp=  1536/488

ve 185.87

IS= 22005

—4.700
——Aa.088

Pfiloha 10. Ukazka prifazeni signalt 'H a *'B NMR k jednotlivym atom&m v molekule 8-dioxan-COSANu.
Prvni spektrum — ''B, druhé — ''B {*H}, tfeti — 'H {*'B}. U druhého spektra jsou vypoéitany integraly ploch
jednotlivych signalll a s jejich pomoci jsou ur¢eny poméry poctll jednotlivych atomU. Celkem je zde 18n
atom( boru. Hodnotu n je tfeba dale dedukovat s pomoci MS. Lze pozorovat vliv symetrie na usporadani

signalll napf. u tretiho spektra, kde dochdzi ke splynuti u A a B, coZ jsou atomy vodiku na stéle

uzavieném dioxanovém kruhu.
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Pfiloha 11. Vybrand NMR spektra 'H a ''B L-tyrosin-bis-COSAN-dioxanatu.
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Pfiloha 12. Vybrand NMR spektra B {*H}, *H a *C {*"H} D-fenylalanin-bis-COSAN-dioxanatu.
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Pfiloha 13. Vybrand NMR spektra 'B {*H}, 'H a *C {"H} thymin-bis-COSAN-dioxanatu.
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PFiloha 14. Vybrana NMR spektra ''B {"H} a 'H dopamin-bis-COSAN-dioxanatu.
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Pfiloha 15. Vybrand NMR spektra 'B {'"H} a 'H L-fenylalaninmethylester-COSAN-dioxanatu.
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