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Abstrakt  

 

PŚedkl§dan§ dizertaļn² pr§ce byla vypracov§na v r§mci vĨzkumu inhibitorŢ skl§d§n² 

kapsidy viru HIV-1. Bylo prok§z§no, ģe 2,4-disubstituovan® deriv§ty chinazolinu tento proces 

dok§ģou inhibovat jak v r§mci kompetitvn²ho biochemick®ho testu zaloģen®ho na technologii 

AlphaScreen, tak i v tk§ŔovĨch kultur§ch. Hlavn²m c²lem pr§ce byla pŚ²prava vĨġe 

zmiŔovanĨch chinazolinŢ, na z§kladŊ hodnot IC50 z²skanĨch pŚi biochemickĨch testech 

n§slednŊ navrhnout a pŚipravit nov® kandid§ty s vyġġ² aktivitou, a tak® se pokusit zvĨġit 

rozpustnost tŊchto jinak nedostateļnŊ rozpustnĨch slouļenin. 

Takov®to disubstituovan® chinazoliny jsou pomŊrnŊ dobŚe pŚ²stupn® z komerļnŊ 

dostupnĨch deriv§tŢ kyseliny anthranilov®, kter® jsou pomoc² kondenzaļn²ch reakc² 

pŚevedeny na pŚ²sluġnĨ chinazolin-4(3H)-on. V r§mci t®to pr§ce byly vyuģ²v§ny dvŊ metody 

pro pŚ²pravu chinazolin-4(3H)-onŢ: reakce anthranilamidŢ s aromatickĨmi acylchloridy 

poskytovaly 2-arylamidobenzamidy, jejichģ n§sledn§ cyklizace v bazick®m prostŚed² vedla 

k deriv§tŢm 2-arylchinazolin-4(3H)-onu; reakce esterŢ kyseliny anthranilov® s aromatickĨmi 

nitrily, kterouģ bylo moģn® poģadovanĨ chinazolin-4(3H)-on z²skat v jednom reakļn²m 

kroku. Chlorace 2-arylchinazolin-4(3H)-onŢ pomoc² POCl3 pot® vedla k deriv§tŢm 

2-aryl-4-chlorchinazolinu jakoģto kl²ļovĨm intermedi§tŢm. Nukleofiln² substituce tŊchto 

4-chlor deriv§tŢ aromatickĨmi i alifatickĨmi aminy pak poskytovala kĨģen® N-substituovan®-

2-arylchinazolin-4-aminy. NejbŊģnŊjġ² metodou nukleofiln² substituce byla kysele 

katalyzovan§ reakce, kterou doplŔovala reakce za bazickĨch podm²nek ï vhodn§ zejm®na 

v pŚ²padŊ nereaktivn²ch stericky br§nŊnĨch anilinŢ. 

VĨġe popsanou metodikou byla pŚipravena Śada c²lenĨch knihoven N-substituovanĨch-

2-arylchinazolin-4-aminŢ, jejichģ schopnost inhibovat skl§d§n² virov® kapsidy HIV-1 byla 

ovŊŚov§na v biochemick®m testu (AlphaScreen) a v nŊkterĨch pŚ²padech i v tk§ŔovĨch 

kultur§ch. PŚ²prava l§tek, vĨtŊģky reakc², orientaļn² hodnoty rozpustnosti a vĨsledky 

biochemickĨch testŢ tŊchto slouļenin jsou diskutov§ny v r§mci pŚedkl§dan® dizertaļn² pr§ce. 
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Abstract 

 

This thesis concludes my contribution to research of HIV-1 capsid assembly 

inhibitors. It has been shown that 2,4-disubstituted quinazoline derivatives are able to inhibit 

this process both, in competitive biochemical assay based on the AlphaScreen technology as 

well as in tissue cultures. The main objective of the work was to prepare the aforementioned 

quinazolines, to design and prepare new candidates with higher activity based on results of 

biochemical tests, and also to try to increase the solubility of otherwise poorly soluble 

compounds. 

Disubstituted quinazolines are relatively easily accessible from the commercially 

available anthranilic acid derivatives. These are converted to the corresponding quinazolin-

4(3H)-ones by the condensation reactions. In this work, two methods were used for the 

preparation of quinazolin-4(3H)-ones: reaction of acyl chlorides with aromatic 

anthranilamides provided 2-arylamidobenzamides whose subsequent cyclisation under basic 

conditions led to derivatives of 2-arylquinazolin-4(3H)-one; reaction of anthranilic acid esters 

with aromatic nitriles, which afforded desired quinazolin-4(3H)-one in one reaction step. 

Chlorination of 2-arylquinazolin-4(3H)-ones using POCl3 then led to 2-aryl-4-

chloroderivatives as key intermediates. Nucleophilic substitution of 4-chloroderivatives by 

aromatic and aliphatic amines then provided desired N-substituted-2-arylquinazolin-4-amines. 

The most common method of nucleophilic substitution was acid-catalyzed reaction. The 

complementary method was run under basic conditions ï particularly suitable in the case of 

non-reactive sterically hindered anilines. 

A number of focused libraries of N-substituted-2-arylquinazolin-4-amines were 

prepared by the methodology described above. Ability of these compounds to inhibit HIV-1 

capsid assembly was tested in a biochemical assay (AlphaScreen) and some compounds were 

tested in tissue culture assays, too. Synthesis of the compounds, reaction yields, their 

approximate solubility and the results of biochemical tests of these compounds are discussed 

within the thesis. 
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Obecn® pozn§mky k textu a ļ²slov§n² slouļenin 

 

 Existuje cel§ Śada odbornĨch term²nŢ, kter® vych§zej² z angliļtiny a kter® jsou v bŊģn® 

praxi pouģ²v§ny ve sve origin§ln², ļi ĂpoļeġtŊn®ñ podobŊ. ObecnŊ jsem se snaģil pro vġechny 

cizojazyļn® term²ny nal®zt spr§vnĨ ļeskĨ vĨraz, nicm®nŊ v dobŊ angliļtiny jakoģto 

glob§ln²ho vŊdeck®ho jazyka ponech§v§m v t®to pr§ci i anglick® origin§ly. NŊkter® odborn® 

term²ny jsou v textu pouģity ve formŊ zkratky vych§zej²c² z anglick®ho n§zvu. Tyto zkratky a 

jejich ļesk® ekvivalenty jsou uvedeny v Seznamu zkratek a akronymŢ. 

V r§mci t®to pr§ce byly pouģity dva zpŢsoby ļ²slov§n² (oznaļov§n²) slouļenin 

zmiŔovanĨch v jej²m textu. Chemick® slouļeniny zmiŔovan® v kapitole 1 (SouļasnĨ stav 

studovan® problematiky) jsou v textu oznaļov§ny Ś²mskĨmi ļislicemi. Pro odliġen² jsou od 

kapitoly 4 d§le slouļeniny, kter® byly vĨchoz²mi l§tkami ļi produkty chemickĨch reakc² 

uskuteļnŊnĨch v r§mci t®to pr§ce, oznaļov§ny arabskĨmi ļ²slicemi, pŚ²padnŊ doplnŊnĨmi o 

mal® p²smeno. KomerļnŊ dostupn® aniliny a jin® aminy jsou souhrnnŊ zobrazeny v tabulce na 

str. 60 a jsou oznaļeny velkĨm p²smenem A a za n²m stoj²c² arabskou ļ²slic². NŊkter® bŊģn® 

mal® molekuly (napŚ. alkylaļn² ļinidla) nejsou oznaļeny ģ§dnĨm ļ²slem, v kter®mģto pŚ²padŊ 

je pouģit jejich ¼plnĨ n§zev.  
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Seznam pouģitĨch zkratek a akronymŢ 

 

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome, syndrom z²skan® imunitn² 

nedostateļnosti 

ART Antiretroviral Therapy, antiretrovirov§ terapie 

ATR Attenuated Total Reflectance ï technika infraļerven® spektroskopie 

AZT azidothymidin, 3Ë-azido-3Ë-deoxythymidin 

BINAP 2,2'-Bis(difenylfosfino)-1,1'-binaftyl 

Bu butyl 

CA kapsidovĨ protein 

CA-CTD C-termin§ln² dom®na kapsidov®ho proteinu 

CAI Capsid Assembly Inhibitor, inhibitor skl§d§n² virov® kapsidy 

CDC Centers for Disease Control and Prevention, Centrum pro kontrolu 

a prevenci chorob 

CI chemick§ ionizace 

CTD C-termin§ln² dom®na 

DBU 1,8-diazabicyklo[5.4.0]undec-7-en 

DCM dichlormethan 

DIPEA N,N-diisopropylethylamin 

DMAP 4-dimethylaminopyridin 

DMF N,N-dimethylformamid 

DMSO dimethylsulfoxid 

DNA deoxyribonukleov§ kyselina 

dTMP 2Ë-deoxythymidin monofosf§t 

dUMP 2Ë-deoxyuridin monofosf§t 

EGFR Epidermal Growth Factor Receptor, receptor epiderm§ln²ho rŢstov®ho 

faktoru 

EI elektronov§ ionizace 

Env Envelope polyprotein, polyprotein obsahuj²c² obalov® proteiny viru 

ESI ionizace elektrosprejem 

Et ethyl 

FDA Food and Drug Administration, Spr§va potravin a l®ļiv 

Gag Group Antigen polyprotein, polyprotein obsahuj²c² strukturn² proteiny 
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virov® kapsidy 

HAART Highly Active Antiretroviral Therapy, vysoce aktivn² antiretrovirov§ 

terapie 

HBTU N,N,NË,NË-tetramethyl-O-(1H-benztriazol-1-yl)uronium 

hexafluorfosforeļnan 

HeLa TZM-bl upraven§  bunŊļn§ linie HeLa (buŔky n§doru dŊloģn²ho hrdla), kter§ 

exprimuje receptory CD4, CCR5 a CXCR4 pro vstup viru HIV do 

buŔky, a souļasnŊ geny lucifer§zy a  Ç-galaktosid§zy pod transkripļn² 

kontrolou proteinu Tat z viru HIV-1 

HIV Human Immunodeficiency Virus, lidskĨ virus imunitn² nedostateļnosti 

HRMS hmotnostn² spektroskopie s vysokĨm rozliġen²m 

IC50 koncentrace l§tky potŚebn§ k 50% inhibici sledovan®ho biologick®ho 

procesu 

IN integr§za 

INI Integrase Inhibitors, inhibitory integr§zy 

IR infraļerven§ spektroskopie 

kat. katalyz§tor, katalytick® mnoģstv²  

konc. koncentrovanĨ roztok (zpravidla kyselin) 

MDR  Multiple Drug Resistance, rezistence vŢļi v²ce typŢm l®ļiv 

Me methyl 

MES 2-(N-morfolino)ethansulfonov§ kyselina, vyuģ²van§ jako pufr 

mRNA medi§torov§ RNA 

Ms methansulfonyl 

MS hmotnostn² spektrometrie 

MT-4 bunŊļn§ linie lymfocytick® leukemie izolovan§ z pacienta infikovan®ho 

genem HTLV-1  (lidskĨ lymfotropickĨ virus) umoģŔuj²c² replikaci HIV 

MW mikrovlnn® z§Śen² 

NC nukleokapsidovĨ protein 

Nef negativn² regulaļn² faktor 

NMR nukle§rn² magnetick§ rezonance, spektroskopie 

NNRTI Non-nucleoside Reverse-transcriptase Inhibitors, nenukleosidov® 

inhibitory reverzn² transkript§zy 

NRTI Nucleoside Reverse-transcriptase Inhibitors, nukleosidov® inhibitory 
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reverzn² transkript§zy 

nt netestov§no 

NTD N-termin§ln² dom®na 

P388 lymfocyt§rn² leuk®mie 

P6 protein o hmotnosti 6 kDa 

PBS fosf§tovĨ pufr 

Pol Polymeraze polyprotein, polyprotein obsahuj²c² replikaļn² enzymy viru 

PR prote§za 

Rev regul§tor virionu 

RNA ribonukleov§ kyselina 

ROESY Rotating-Frame Nuclear Overhauser Effect Correlation Spectroscopy, 

technika NMR spektroskopie 

RT reverzn² transkript§za 

RVO rotaļn² vakuov§ odparka 

SIV Simian Immunodeficiency Virus, virus imunitn² nedostateļnosti 

prim§tŢ 

ssRNA Single-stranded RNA, jednovl§knov§ RNA 

SU povrchovĨ protein 

Tat transaktiv§tor transkripce 

THF tetrahydrofuran 

TLC chromatografie na tenk® vrstvŊ 

TM transmembr§novĨ protein 

TOF Time of Flight, typ detektoru v hmotnostn² spektrometrii 

Tt teplota t§n² 

ĐOCHB AV ĻR Đstav organick® chemie a biochemie Akademie vŊd Ļesk® republiky 

UV ultrafialov® z§Śen² 

Vif  virovĨ faktor infektivity 

Vpr virovĨ protein r 

Vpu virovĨ protein u 
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Đvod 

 

Pandemick® onemocnŊn² AIDS (syndrom z²skan®ho selh§n² imunity) se postupnŊ 

zaļalo rozġiŚovat v prŢbŊhu sedmdes§tĨch let, avġak rozpozn§no bylo aģ zaļ§tkem let 

osmdes§tĨch;
1
 jako pŢvodce tohoto onemocnŊn² byl v roce 1983 oznaļen virus lidsk® 

imunitn² nedostateļnosti (HIV).
2
 Od t® doby se virem celosvŊtovŊ nakazilo t®mŊŚ 75 milionŢ 

lid², z nichģ zhruba polovina nemoci podlehla. Aļkoliv odhadovan§ roļn² m²ra ¼mrtnosti 

spojen§ s onemocnŊn²m HIV/AIDS poklesla z maxima 2.5 milionu obŊt² v roce 2009 na 

pŚibliģnŊ 2.1 milionu za rok 2013, st§le se jedn§ o rozġ²Śen® onemocnŊn² se znaļnĨm poļtem 

obŊt², hlavnŊ v m®nŊ vyspŊlĨch zem²ch, a pŚibliģnŊ s 35 miliony nakaģenĨch celosvŊtovŊ.
3 

Prvn²m prepar§tem pro l®ļbu AIDS byl nukleosidovĨ analog Zidovudine (AZT, 

azidothymidin), schv§lenĨ a zavedenĨ do klinick® praxe jiģ v roce 1987.
4
 Toto 

retrovirostatikum se Śad² spoleļnŊ s nŊkterĨmi novŊjġ²mi l§tkami (Lamivudine, Tenofovir, 

Efavirenz,é) do skupiny inhibitorŢ enzymu reverzn² transkript§zy. Pouģit² zmiŔovanĨch 

prepar§tŢ v terapii onemocnŊn² HIV/AIDS vedlo k prodlouģen² ģivota pacientŢ a bĨv§ 

souhrnnŊ oznaļov§no anglickou zkratkou ART (Antiretroviral Therapy). Vzhledem 

k podstatŊ viru byl vġak ļastĨm probl®mem vznik rezistentn²ch kmenŢ,
5
 a ani pouģit² 

kombinace v²ce druhŢ inhibitorŢ reverzn² transkript§zy nebylo schopno dlouhodobŊ virus 

potlaļit, coģ nakonec vedlo k ¼mrt² pacientŢ.  

řady chemoteraupetik ¼ļinnĨch proti viru HIV se posl®ze rozrostly t®ģ o inhibitory 

dalġ²ch enzymŢ (integr§za a prote§za) a neenzymov® inhibitory nŊkterĨch procesŢ v ģivotn²m 

cyklu viru (vstup do buŔky). Aļkoliv i na tyto typy l§tek mohou vznikat rezistence,
6
  l®ļbou 

pomoc² rŢzn® kombinace vĨġe zmiŔovanĨch retrovirostatik lze dos§hnout nejen prodlouģen² 

ģivota, ale t®ģ vĨrazn®ho sn²ģen² mortality pacientŢ. Pro takovĨto typ terapie se pro odliġen² 

od dŚ²vŊjġ²ch postupŢ vģilo oznaļen² HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy). 

PŚes ohromuj²c² ¼spŊchy tŊchto chemoterapeutik je tu st§le nebezpeļ² vzniku 

v²cen§sobnŊ rezistentn²ch virovĨch kmenŢ, pŚiļemģ toto riziko je patrn® pŚedevġ²m v zem²ch 

s niģġ²m ģivotn²m standardem.
7
 

Na z§kladŊ uvedenĨch faktŢ je zŚejm®, ģe aļkoliv doġlo k dalekos§hl®mu pokroku 

v l®ļbŊ HIV/AIDS, neust§le je tu potŚeba rozġiŚov§n² zbrojn²ho arzen§lu pro boj s touto 

¼pornou chorobou, zvl§ġtŊ pak o l§tky s jinĨm mechanizmem ¼ļinku, kter® by mohly pomoci 

omezit riziko vzniku rezistenc². Jedn²m z moģnĨch procesŢ prob²haj²c²ch ve viru, jehoģ 
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ovlivnŊn² ļi poruġen² m§ za n§sledek nemoģnost vzniku aktivn²ho patogenu, je vĨstavba 

kapsidy ï proteinov®ho obalu okolo genetick® informace viru.
8
 

V t®to ¼vodn² ļ§sti nen² prostor pro detailnŊjġ² popis problematiky, kter®ho se ļten§Śi 

dostane d§le v textu. Zm²nil bych pouze, ģe inhibice vĨstavby kapsidy je realizov§na pomoc² 

molekul, kter® se urļitĨm zpŢsobem v§ģou na kapsidovĨ protein, ļ²mģ znemoģŔuj² jeho 

skl§d§n² v celou kapsidu. V j§dru se vĨzkum ub²r§ dvŊma smŊry ï pomŊrnŊ ļastŊjġ² jsou 

pr§ce zabĨvaj²c² se inhibitory, kter® se v§ģ² na N-konci kapsidov®ho proteinu.
9
  O nŊco 

novŊjġ² je vĨzkum pojedn§vaj²c² o inhibici vĨstavby kapsidy zprostŚedkovan® vazbou na 

C-konci kapsidov®ho proteinu, pŚiļemģ prvn² z l§tek s t²mto typem ¼ļinku byl peptidovĨ 

dodekamer, pro kterĨ se vģilo oznaļen² CAI (z anglick®ho Capsid Assembly Inhibitor).
9,10

 

VĨzkum na tomto poli se posl®ze rozrostl do ġirok® mezin§rodn² multidisciplin§rn² spolupr§ce 

pod hlaviļkou a financov§n²m Evropsk® unie. Souļ§st² projektu byla i snaha o nalezen² 

malĨch organickĨch molekul, kter® by mŊly vhodnŊjġ² farmakologick® vlastnosti neģ 

zmiŔovanĨ peptid. 

Souļ§st² t®to ġirok® spolupr§ce je i pŚedkl§dan§ dizertaļn² pr§ce, kter§ si kladla za c²l 

pŚ²pravu l§tek oznaļovanĨch jako inhibitory skl§d§n² kapsidy (Capsid Assembly Inhibitors), 

tedy pr§vŊ takovĨch molekul, kter® by znemoģŔovaly vĨstavbu kapsidy viru HIV-1. ZpŊtnou 

vazbou, potŚebnou nejen pro rozhodov§n² o smŊru modifikace molekul, byla biochemick§ 

data z²skan§ od naġich kolegŢ z biochemie. 
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1. SouļasnĨ stav studovan® problematiky 

 

1.1. HIV/AIDS  ï pŢvod, historie, epidemiologie 

 

V poļ§tc²ch pandemie onemocnŊn² HIV/AIDS, vzhledem k pomŊrnŊ dlouh® inkubaļn² 

dobŊ a bezpŚ²znakov® dobŊ nel®ļen®ho onemocnŊn², jej bylo obt²ģn® odhalit a diagnostikovat. 

Hlavn²m vnŊjġ²m projevem pozdŊjġ²ch f§z² onemocnŊn² AIDS jsou tzv. oportunistick® 

infekce, pro kter® HIV otev²r§ cestu potlaļen²m imunitn²ho syst®mu nakaģen®ho. Aģ ve 

chv²li, kdy se podaŚilo d§t do souvislost² toto potlaļen² imunity s novĨm typem choroby, bylo 

moģn® zaļ²t mluvit o onemocnŊn² AIDS a pot® bylo moģn® odhalit i vin²ka, totiģ HIV. Ve 

vġeobecnou zn§most onemocnŊn² HIV/AIDS veġlo v osmdes§tĨch letech, odkud a jak k jeho 

rozġ²Śen² doġlo, bylo vġak z§hadou. Od t® doby probŊhlo na t®ma pŢvodu HIV velk® mnoģstv² 

vĨzkumŢ,
11

 d²ky kterĨm m§me dnes jiģ celkem ucelenĨ obraz o pŢvodu viru. Pro pŚehlednost 

jsem sestavil chronologickĨ exkurz do zaj²mav® ran® historie tohoto onemocnŊn². 

HIV/AIDS spad§ do skupiny tzv. zoon·z, tedy nemoc² pŚenesenĨch na ļlovŊka ze 

zv²Śat, v tomto pŚ²padŊ prim§tŢ stŚedn² a z§padn² Afriky. V²ce neģ 40 druhŢ tŊchto prim§tŢ je 

hostitelem pro druhovŊ specifick® SIV infekce, k jejichģ pŚenosu na ļlovŊka pravdŊpodobnŊ 

doch§zelo v prŢbŊhu lovu, chovu a obchodu s tŊmito prim§ty.
12

  Navz§jem nez§visl® pŚenosy 

rŢznĨch typŢ SIV vedly ke vzniku dvou z§kladn²ch typŢ viru ï HIV-1 a HIV-2, pŚiļemģ 

u kaģd®ho z virŢ existuje nŊkolik kmenŢ.
11

 

Podle ļl§nku z ned§vn® doby
13

 lze na z§kladŊ statistick® evoluļn² analĨzy DNA 

sekvenc² vzorkŢ viru z centr§ln² Afriky vystopovat pŢvod kmene HIV-1 pandemick® skupiny 

M do obdob² mezi lety 1907ï1930 v okol² Kinshasy, hlavn²ho mŊsta dneġn² Demokratick® 

republiky Kongo. Jeho praotcem je virus SIV postihuj²c² prim§ty. K pŚ²leģitostn®mu pŚenosu 

SIV na ļlovŊka (zoon·za) zŚejmŊ doch§zelo uģ d§vno pŚed t²m, avġak aģ s rozs§hlĨmi 

sociologicko-demografickĨmi zmŊnami v prŢbŊhu 20. stolet² se mohla nahodil§ mutace pŚi 

mezidruhov®m pŚenosu vymanit ze sv® endemick® podstaty, rozġ²Śit se po cel® planetŊ 

a rozvinout se do formy nov®ho pandemick®ho onemocnŊn².
13

  

Prvn² doloģitelnĨ pŚ²pad ļlovŊka nakaģen®ho HIV-1 lze dohledat v roce 1959 

v Kinshase, kdy se n§kazu podaŚilo prok§zat pomoc² pozdŊjġ² analĨzy uchovanĨch vzorkŢ 

krve muģe z kmene Bantu.
14

 ObdobnŊ byla prok§z§na n§kaza HIV-1 ze zachovan®ho vzorku 

biopsie lymfatickĨch uzlin ģeny z Kinshasy z roku 1960.
15
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PravdŊpodobnŊ jeġtŊ pŚed rozġ²Śen²m hlavn², pandemick® vŊtvŊ onemocnŊn² (HIV-1 

typ M) existovalo i nŊkolik izolovanĨch pŚ²padŢ n§kazy. V roce 1969 zemŚel v Saint Louis 

Robert Rayford, mlad²k v jehoģ krevn²ch vzorc²ch byl pozdŊji identifikov§n virus velmi 

bl²zkĨ, nebo identickĨ s HIV-1.
16

 Takt®ģ v roce 1969, devŊt let po jeho pobytu v Kamerunu, 

se objevily pŚ²znaky nemoci u norsk®ho n§moŚn²ka Arvida Darre Noe. V roce 1975 um²r§ 

jeho ģena i dcera a o rok pozdŊji on s§m. Jak bylo pozdŊji zjiġtŊno z odebranĨch vzorkŢ tk§n², 

jednalo se o prvn² ¼mrt² spojen§ s onemocnŊn²m AIDS v EvropŊ (zpŢsoben§ HIV-1 typ O).
17, 

18
 K tŊmto prvotn²m obŊtem pre-pandemick® ®ry onemocnŊn² je moģn® zaŚadit t®ģ pŚ²pad 

d§nsk® l®kaŚky Grethe Rask, kter§ se virem nakazila nejsp²ġe kolem roku 1964 v Zairu. Do 

styku s virem pŚiġla pravdŊpodobnŊ prostŚednictv²m krve svĨch pacientŢ pŚi chirurgickĨch 

z§kroc²ch v primitivn²ch podm²nk§ch.
19

 

K onomu rozs§hl®mu rozġ²Śen² mimo Afriku vġak doġlo poļ§tkem ġedes§tĨch let pŚes 

Haiti, kam byl virus (HIV-1 pandemickĨ typ M) zavleļen nezn§mĨm jedincem (jedinci) 

z Konga,
20

 protoģe pr§vŊ tam v t® dobŊ mnoho dŊln²kŢ z Haiti cestovalo za prac². Na pŚelomu 

60. a 70. let, opŊt prostŚednictv²m nezn§m®ho jedince, se virus pŚenesl z Haiti do USA ï  

vŊtġinu pŚ²padŢ onemocnŊn²m AIDS mimo subsaharskou Afriku je moģn® vysledovat zpŊt 

k tomuto jedin®mu nezn§m®mu pacientovi.
20

 Od poļ§tku 80. let lze hovoŚit o epidemii AIDS 

na Haiti, kter®, v pŚepoļtu na hlavu, aģ do dneġka zŢst§v§ touto nemoc² nejv²ce postiģenou 

oblast² na Zemi.
21

 

D²ky kombinaci znaļn® promiskuity
22

 a vysok®ho rizika pŚenosu pŚi nechr§nŊn®m 

an§ln²m styku,
23

 se zaļal virus  na pŚelomu 70. a 80. let ġ²Śit pŚedevġ²m v gay komunit§ch ve 

velkĨch mŊstech USA.
24

 V tomto ohledu za povġimnut² stoj² zvl§ġtŊ pŚ²pad Ga±tana Dugase, 

kanadsk®ho letov®ho asistenta, kterĨ znaļnŊ napomohl rychl®mu ġ²Śen² nemoci po severn² 

Americe
25

 a bĨval t®ģ oznaļov§n jako Ăpacient 0ñ, coģ bylo ovġem pozdŊji vyvr§ceno.
26a

 

Virus se tak® znaļnŊ rozġ²Śil mezi osobami uģ²vaj²c²mi drogy intraven·zn²m zpŢsobem, kde je 

rizikovĨm faktorem zejm®na sd²len² jehel a injekļn²ch stŚ²kaļek.
26b

 

Vzhledem k rostouc²mu poļtu nakaģenĨch, kteŚ² vykazovali podobn® symptomy 

nezn§m® nemoci, zaļala si na zaļ§tku 80. let ofici§ln² m²sta nov®ho zdravotn²ho probl®mu 

vġ²mat a s veġkerou v§ģnost² se j²m zabĨvat. V roce 1981 americk§ instituce CDC (Centers 

for Disease Control and Prevention) poprv® informovala o vz§cn® plicn² infekci u pŊti, dŚ²ve 

zdravĨch, mladĨch muģŢ z gay komunity.
24a

 Jednalo se o prvn² ofici§ln² zpr§vu o nemoci, 

kter§ pozdŊji veġla ve zn§most jako epidemie AIDS. T®hoģ roku si nov®ho onemocnŊn² 

zaļala vġ²mat i veŚejn§ m®dia
27

 a byl zaznamen§n prvn² pŚ²pad onemocnŊn² ve velk® 

Brit§nii.
28

 V roce 1982 CDC odhaduje, ģe nemoci mohly bĨt vystaveny jiģ des²tky tis²c osob 
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a o pŢl roku pozdŊji byl poprv® ofici§lnŊ pouģit term²n AIDS.
29

 Takt®ģ byly zaznamen§ny 

prvn² pŚ²pady onemocnŊn² v It§lii, Braz²lii a pravdŊpodobnŊ t®ģ v KanadŊ a Austr§lii.
30

 

V kvŊtnu roku 1983 tĨm profesora Montagniera z Pasteurova institutu publikoval ļl§nek
2
 

zabĨvaj²c² se objevem retroviru, kterĨ napad§ T-lymfocyty. Tento retrovirus byl oznaļen za 

pŢvodce onemocnŊn² AIDS a pozdŊji byl pojmenov§n jako virus lidsk® imunitn² 

nedostateļnosti (anglicky HIV ï Human Immunodeficiency Virus). 

Od 80. let se d²ky osvŊtŊ znaļnŊ rozġ²Śilo povŊdom² ġirok® veŚejnosti o t®to nemoci. 

Nem§ tedy velkĨ vĨznam rozepisovat se zde o faktech, jeģ jsou vġeobecnŊ zn§m§, nebo velice 

snadno dohledateln§. Proto na tomto m²stŊ svŢj kr§tkĨ exkurz do historie HIV/AIDS 

ukonļ²m. 

 

1.2. Virus HIV  ï obecn® informace, struktura a replikaļn² cyklus 

 

O HIV/AIDS bylo jiģ naps§no nepŚebern® mnoģstv² odbornĨch publikac², souhrnnĨch 

ļl§nkŢ a je mu vŊnov§n i odbornĨ ļasopis (ļasopis AIDS, vydavatelstv² Lippincott Williams 

& Wilkins), kde je zaznamen§no v²ce neģ 30 let pokroku na poli vĨzkumu, vĨvoje, klinick®ho 

testov§n² atd. Nen² c²lem ani v moģnostech autora na str§nk§ch t®to pr§ce zach§zet do 

podrobnost² tĨkaj²c²ch se retrovirŢ. Z§kladn² informace tĨkaj²c² se virologie, vļetnŊ odkazŢ na 

prim§rn² literaturu, jsou dostupn® v publikac²ch (napŚ.
31, 32

) na toto t®ma zamŊŚenĨch, a proto 

pod§m pouze struļn® shrnut² z§kladn²ch faktŢ tĨkaj²c²ch se viru, se zvl§ġtn²m pŚihl®dnut²m k  

procesŢm, zmiŔovanĨm v dalġ²m textu t®to pr§ce. 

Virus HIV spad§ do skupiny VI ï ssRNA virŢ s reverzn² transkript§zou, ļeledi 

retroviridae, rodu lentivirŢ. Jak n§zev napov²d§ (lat. lente = pomalu, lenti = apatickĨ), jsou 

lentiviry odpovŊdn® za dlouhodob§ onemocnŊn² s dlouhou inkubaļn² dobou (pŢvodnŊ zn§m§ 

pŚedevġ²m u ovc², kon² a dobytka) a jejich c²lem jsou krvinky.
32, 33

 RozdŊlen² ļeledi retrovirŢ 

je zn§zornŊno na obr. 1,
31

 z kter®ho je t®ģ patrnĨ rozd²lnĨ genetickĨ pŢvod virŢ HIV-1 

a HIV-2. Tento rozd²l tedy v podstatŊ reprezentuje dvŊ oddŊlen® epidemie s odliġnĨmi 

poļ§tky. Virus HIV-2 byl na ļlovŊka pŚenesen z mangabeje bŊlokrk®ho, vykazuje niģġ² 

virulenci a infektivitu
34

 a jeho vĨskyt mimo Afriku nen² bŊģnĨ. HIV-1 m§ vyġġ² virulenci 

i infektivitu a dŊl² se do tŚ² skupin ï M (Main), N (New), O (Outer) ï reprezentuj²c²ch tŚi 

rŢzn® zoonotick® pŚenosy z ġimpanzŢ. Za celosvŊtovou pandemii AIDS je pak zodpovŊdnĨ 

pŚedevġ²m HIV-1 kmene M.
31, 32 
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Obr. 1. RozdŊlen² retrovirŢ a jejich fylogenetickĨ strom. PŚevzato a upraveno.
31

 

 

 

 

 

Genom HIV-1 viru obsahuje 9 genŢ, kter® k·duj² celkem 15 proteinŢ ve dvou 

kopi²ch jednovl§knov® RNA s pozitivn² polaritou. Virov§ RNA je tŊsnŊ v§z§na na proteiny 

nukleokapsidy (NC) a je uloģena v k·nick®m j§dŚe (kapsidŊ), kter® se skl§d§ z å 2 500 kopi² 

kapsidov®ho proteinu (CA). UvnitŚ virov® matrix se d§le nach§z² enzymy ï reverzn² 

transkript§za (RT), integr§za (IN), prote§za (PR) ï kter® jsou zodpovŊdn® za tvorbu 

stavebn²ch prvkŢ nov®ho viru a pomocn® proteiny (Vpu, Vif, Vpr, P6, Nef, Rev, Tat), 

ovlivŔuj²c² dalġ² molekul§rnŊ biologick® procesy nezbytn® k tvorbŊ nov® virov® ļ§stice. Celek 

je nav²c chr§nŊn virovĨm obalem, tvoŚenĨm vnitŚn² vrstvou z matrixov®ho proteinu (MA) 

a vnŊjġ² fosfolipidovou dvojvrstvou, poch§zej²c² z membr§ny hostitelsk® buŔky. Na povrchu 
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viru se nach§z² komplexn² ob§lkovĨ protein tvoŚenĨ tŚemi molekulami glykoproteinu  SU 

a tŚemi molekulami TM.
31, 32, 35

 Grafick® zn§zornŊn² struktury viru je na obr. 2, pŚevzat®m 

z Protein Data Bank.
36

 

 

Obr. 2. Struktura viru HIV. PŚevzato a upraveno.
36
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Jednotliv® kroky v ģivotn²m cyklu HIV jsou obdobn® jako u ostatn²ch retrovirŢ a lze je 

shrnout takto:
32a 

 

a) vazba na receptor a splynut² s bunŊļnou membr§nou, 

b) internalizace a uvolnŊn² (uncoating) RNA z kapsidy, 

c) reverzn² transkripce RNA genomu do dvouvl§knov® line§rn² DNA, 

d) vstup virov® DNA do bunŊļn®ho j§dra, 

e) integrace line§rn² DNA do bunŊļn® DNA a tvorba proviru, 

f) tvorba virovĨch RNA transkripc² proviru, 

g) sestŚih (splicing) a export RNA z j§dra, 

h) translace RNA a tvorba proteinovĨch prekurzorŢ, 

i) skl§d§n², vĨstavba (assembly) virionu a zabalen² virov®ho RNA genomu, 

j) puļen² (budding) a uvolnŊn² virionu, 

k) proteolytick® zpracov§n² proteinovĨch prekurzorŢ a maturace virionŢ. 

 

Virem jsou napad§ny buŔky s CD-4 glykoproteinovĨm markerem ï pŚedevġ²m 

T-lymfocyty. CD-4 je vġak pŚ²tomen i na povrchu monocytŢ, makrof§gŢ a dendritickĨch 

bunŊk, kter® tedy mohou bĨt t®ģ hostiteli viru. Z hlediska onemocnŊn² AIDS jsou vġak 

nejdŢleģitŊjġ²m c²lem viru pr§vŊ T-lymfocyty, jejichģ ¼bytek je zodpovŊdnĨ za deficit imunity 

organizmu. Nejprve dojde k adsorbci ob§lkov®ho proteinu SU, kterĨ je v podstatŊ antigen 

k CD-4 receptorŢm hostitelsk® buŔky. Jejich vz§jemn§ vazba zpŢsobuje konformaļn² zmŊnu 

proteinu SU a n§slednŊ jeho vazbu na chemokinovĨ koreceptor (CCR5, nebo CXCR4) 

umoģŔuj²c² splynut² virov®ho obalu s bunŊļnou stŊnou.
32, 37, 38

 

Po vstupu do hostitelsk® buŔky je genetick§ informace viru uvolnŊna z kapsidy 

a pŚeps§na z jednovl§knov® RNA do dvouvl§knov® DNA pomoc² reverzn² transkript§zy. Ve 

formŊ pre-integraļn²ho komplexu je DNA transportov§na do j§dra buŔky a pomoc² integr§zy 

je zaļlenŊna do chromozom§ln² DNA. D§le doch§z² k transkripci DNA do mRNA a jej²mu 

exportu do cytoplazmy, kde na ribozomu doch§z² k jej² translaci na prekurzory Env, Gag 

a Pol struktur§ln²ch proteinŢ a ostatn² proteiny (obr. 3). Jednotliv® proteiny jsou nez§vislĨmi 

cestami transportov§ny k bunŊļnŊ membr§nŊ, kde doch§z² k tvorbŊ nov®ho virionu, kterĨ 

n§slednŊ opouġt² hostitelskou buŔku.
32, 35, 39

   

Posledn²m st§diem vĨvoje viru je tzv. maturace, kter§ prob²h§ jiģ mimo hostitelskou 

buŔku. Z dlouhĨch ŚetŊzcŢ polyproteinŢ (Gag, Pol, Env), kter® obsahuj² stavebn² prvky pro 

dalġ² kopie viru, jsou pomoc² prote§zy z²sk§ny pŚ²sluġn® proteiny,
32

 jak je zn§zornŊno na 



20 

 

obr. 3.
35

 Tyto proteiny jsou jiģ samotn® stavebn² prvky jednotlivĨch ļ§st² viru. Z hlediska t®to 

pr§ce n§s d§le bude zaj²mat hlavnŊ skl§d§n² kapsidy z CA proteinu, kter§ģto problematika 

bude podrobnŊji pops§na v n§sleduj²c² kapitole 1.2.1.   

 

Obr. 3. Vztah struktury virov®ho genomu a virov® ļ§stice. PŚevzato a upraveno.
35 

 

 

 

1.2.1. Skl§d§n² kapsidy HIV -1 

 

Skl§d§n² ļi vĨstavba kapsidy ï proteinov®ho obalu uvnitŚ matrix, kterĨ obklopuje 

virovou nukleokapsidu (komplex sloģenĨ z RNA, NC proteinu a virovĨch enzymŢ) ï je 

jedn²m z posledn²ch krokŢ v ģivotn²m cyklu viru HIV. Na vzniku a stabilitŊ kapsidy je pŚ²mo 

z§visl§ infektivita viru. Aļkoliv po mechanistick® str§nce nejsou vġechny procesy jeġtŊ 

dokonale prozkoum§ny, je zn§mo, ģe kapsida hraje esenci§ln² roli v ranĨch stadi²ch replikace 

HIV-1. NapŚ²klad mutace, kter® znemoģŔuj² skl§d§n² (assembly), zpŢsobuj² sn²ģenou stabilitu, 

nebo naopak hyperstabilitu kapsidy, vedou k inhibici reverzn² transkripce.
40

 To je jeden 

z dŢvodŢ, proļ se tomuto t®matu vŊnovalo znaļn® mnoģstv² pozornosti.  

Kapsida m§ tvar k·nick®ho fullerenu, kterĨ se skl§d§ pŚibliģnŊ z 2 500 kopi² 

kapsidov®ho proteinu CA, tvoŚ²c²ho hexagon§ln² s²Š. Aby se takovĨto ¼tvar mohl uzavŚ²t, 

vyģaduje jeho struktura nav²c 12 pentagon§ln²ch defektŢ ï pŊt na uģġ²m a sedm na ġirġ²m 

konci
 41

 (obr. 4).
 
 

Vznik kapsidy je Ś²zen pŚedevġ²m slabou protein-proteinovou interakc² a pro jej² 

vĨstavbu (rovnŊģ i pro skl§d§n² jednotlivĨch hexamern²ch podjednotek) je dŢleģit§ vz§jemn§ 

interakce kvalitativnŊ odliġnĨch ļ§st² CA proteinu, kter® jsou oznaļov§ny jako C-termin§ln² 

dom®na (CTD) a N-termin§ln² dom®na (NTD). Tvorba jednotlivĨch podjednotek (hexamerŢ) 

je umoģnŊna prostŚednictv²m symetrick® interakce NTD ġesti CA proteinŢ. Stabilitu tŊchto 
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hexamerŢ nav²c posiluje interakce NTD ï CTD. KaģdĨ hexamer tak sest§v§ z vnitŚn²ho kruhu 

ġesti NTD a vnŊjġ²ho kruhu ġesti CTD. Homodimerizace CTD tvoŚ²c²ch vnŊjġ² kruhy 

hexamerŢ pak umoģnujŊ tvorbu hexagon§ln² mŚ²ģky a vznik cel® kapsidy
 42, 43, 44

 (obr. 5). 

 

Obr. 4. MolekulovĨ model struktury kapsidy 

s  hexamery CA proteinu zn§zornŊnĨmi 

oranģovŊ a pentamery zn§zornŊnĨmi ģlutŊ. 

PŚevzato a upraveno.
41

 

 

Obr. 5. Vztah struktury CA proteinu, jeho 

hexameru a cel® virov® kapsidy. PŚevzato 

a upraveno.
43, 44 

 

 

 

 

Ve svŊtle vĨġe zm²nŊnĨch informac² se skl§d§n² kapsidy jev² jako vhodnĨ c²l pro 

antivirotika, neboŠ je z§visl® na opakovanĨch slabĨch protein-proteinovĨch interakc²ch a pro 

znateln® potlaļen² infektivity by mŊla bĨt dostateļn§ inhibice byŠ jen ļ§sti tŊchto interakc². 

Aļkoliv dosud neexistuje ģ§dn® schv§len® l®ļivo, kter® by za c²l mŊlo inhibici skl§d§n² 

kapsidy, probŊhla v prŢbŊhu let na toto t®ma Śada vĨzkumŢ. 

 

1.2.2. Vznik rezistence 

 

I pŚesto, ģe dnes existuje ġirok§ paleta l§tek, kter® proti HIV-1 ¼ļinkuj² odliġnĨm 

mechanismem v rŢznĨch f§z²ch jeho replikace, st§le je tu riziko vzniku virovĨch kmenŢ 

s rezistenc² vŢļi v²ce typŢm tŊchto virostatik. Vznik tŊchto tzv. MDR kmenŢ (z angl. Multiple 

Drug Resistant Strains) je spjat s funkc² a vlastnostmi reverzn² transkript§zy a jde v podstatŊ o 

geneticky evoluļn² proces, kterĨ m§ viru umoģnit pŚeģit² a replikaci i za nepŚ²znivĨch 

podm²nek, napŚ. v pŚ²padŊ razantn² medikament·zn² l®ļby.
45
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Reverzn² transkript§za je enzym, kterĨ pŚepisuje genetickou informaci viru z RNA do 

DNA, pŚiļemģ v tomto procesu doch§z² k ļastĨm chyb§m. V kombinaci s vysokĨm poļtem 

replikaļn²ch cyklŢ HIV-1 za jednotku ļasu doch§z² k rychl®mu vzniku geneticky komplexn² 

populace viru.
46

 KromŊ reverzn² transkript§zy mohou bĨt do genetick® informace vneseny 

chyby i polymer§zou hostitelsk® buŔky. Vġechny tyto mutace jsou n§hodn® a vŊtġina z nich je 

pro virus ġkodliv§. HIV-1 je vġak pŚekvapivŊ odolnĨ a mŢģe si zachovat svou aktivitu 

i pŚesto, ģe v jeho genomu doġlo k nŊkolika mutac²m. KaģdĨ z takto vzniklĨch mutantŢ se 

d§le replikuje, vytv§Ś² nov® varianty a vznik§ geneticky heterogenn² populace HIV-1 

v infikovan®m jedinci.
45

 Tato rozs§hl§ genetick§ diverzita v r§mci jednoho pacienta je tak® 

jedn²m z charakteristickĨch rysŢ HIV-1.
47

 

Je tedy patrn®, ģe popt§vka po novĨch typech retrovirostatik je st§le aktu§ln². Zvl§ġtŊ 

ģ§dan® jsou l§tky, kter® by nebyly pŚ²liġ ï nejl®pe vŢbec ï n§chyln® ke vzniku rezistence. 

 

1.3. Virus HIV ï terapeutick® moģnosti 

 

Aļkoliv existuje k dneġn²mu dni jiģ 25 rŢznĨch prepar§tŢ (nepoļ²t§me-li kombinovan§ 

farmaka), kter® jsou u americk® FDA (Food and Drug Administration) schv§leny pro l®ļbu 

HIV/AIDS,
48

 jedn§ se st§le o nevyl®ļitelnou, potenci§lnŊ smrtelnou nemoc. Ģivotn² cyklus 

viru poskytuje Śadu pŚ²leģitost² pro terapeutickĨ z§sah, avġak zdaleka ne vġechny byly 

dostateļnŊ prozkoum§ny. SamozŚejmŊ, s postupem ļasu a narŢstaj²c²ho mnoģstv² poznatkŢ 

o struktuŚe viru a jeho replikaļn²m cyklu, z²skali vŊdci informace, metodiku a n§stroje 

potŚebn® k vĨvoji farmak ï specifickĨch inhibitorŢ virov® replikace. I pŚes nepopiratelnĨ 

masivn² pokrok st§le prob²h§ vĨzkum obdobnĨch l§tek, ale t®ģ l§tek s odliġnĨm 

mechanismem ¼ļinku
49, 50, 51, 52

 (obr. 6
39

). VŊtġ² variabilita v molekul§rn²m mechanizmu 

retrovirostatik umoģŔuje jejich kombinac² dos§hnout vyġġ² ¼ļinnosti, sn²ģen² moģnosti vzniku 

rezistenc², popŚ²padŊ eliminaci nŊkterĨch neģ§douc²ch ¼ļinkŢ. L®ļiva jiģ vyuģ²van§, ale i ta, 

nad kterĨmi se st§le b§d§, jsem rozdŊlil  do nŊkolika skupin podle m²sta a mechanizmu 

¼ļinku.
39, 49, 50, 51, 52
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Obr. 6. Schematick® zn§zornŊn² replikaļn²ho cyklu viru. ĻervenŊ jsou pops§ny procesy 

v souļasn® dobŊ zkouman® nebo jiģ vyuģ²van® jako c²le pro retrovirostatickou l®ļbu. PŚevazto 

a upraveno.
39

 

 

 

a) Entry  inhibitory  (EI, inhibitory vstupu do buŔky). Jde o l§tky s odliġnĨmi zpŢsoby 

¼ļinku, kter® vġak ve fin§le maj² za n§sledek, ģe se virus vŢbec nedostane do hostitelsk® 

buŔky. V souļasn® dobŊ je terapeuticky vyuģ²v§n CCR5 antagonista maraviroc I, kterĨ se 

v§ģe do hydrofobn² kapsy CCR5 koreceptoru, ļ²mģ mŊn² jeho konformaci a zabraŔuje tak 

jeho interakci s virovĨm proteinem SU. D§le je k dispozici peptidovĨ inhibitor enfuvirtide II , 

kterĨ ovlivŔuje strukturu virov®ho proteinu TM, jeho interakci s koreceptorem, a tedy 

biochemick® pochody nutn® pro vstup viru do buŔky.
49

 Pracuje se t®ģ na vĨvoji l§tek, kter® by 

inhibovaly interakci CD4 receptoru a viru.
50
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b) Inhibitory reverzn² traskript§zy. Do t®to skupiny se Śad² nejstarġ² a nejpoļetnŊjġ² 

l®ļiva ï nukleosidov® inhibitory reverzn² transkript§ty (NRTI). Jde vlastnŊ o antimetabolity, 

analoga pŚirozenĨch nukleosidovĨch substr§tŢ, kter® br§n² vzniku virov® DNA. Jako typick® 

z§stupce lze uv®st zidovudine III , lamivudine IV  a tenofovir V. 

 

 
 

 

O nŊco pozdŊji veġly na sc®nu nenukleosidov® inhibitory reverzn² transkript§zy (NNRTI), 

kter® se v§ģou do hydrofobn² kapsy mimo aktivn² m²sto enzymu, alostericky mŊn² jeho 

konformaci, a sniģuj² tak jeho aktivitu. PatŚ² sem napŚ. nevirapine VI , efavirenz VII .
49 

 

 

 

c) Inhibitory integr§zy (INI) . Maj² velmi specifickĨ zpŢsob ¼ļinku, kdy interaguj² 

s kofaktorem ï hoŚeļnatĨm iontem ï enzymu a z§roveŔ interaguj² hydrofobn² interakc² 

s virovou DNA, a br§n² tak vazbŊ pre-integraļn²ho komplexu na bunŊļnou DNA. PŚ²kladem 

je raltegravir VIII .
49

 

 

 

d) Inhibitory transkripce . Jedn§ se o nepŚ²liġ prozkoumanou skupinu l§tek, kter® zat²m 

nejsou pouģ²v§ny v terapeutick® praxi. ZprostŚedkovanŊ inhibuj² synt®zu mRNA t²m, ģe 

inhibic² RNA polymer§zy II zpŢsobuj² pŚedļasnou terminaci transkripce. Do t®to skupiny lze 
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zaŚadit napŚ. flavopiridol IX  a slouļeninu X (oznaļov§na jako DRB), kter® ovġem vykazovaly 

n²zkou ¼ļinnost a toxicitu.
51

 

 

 

e) Inhibitory m aturace. Maturace je proces zr§n² (dosp²v§n²) viru a je komplexn² 

povahy. Ļ§st procesu, kterĨ lze ¼spŊġnŊ inhibovat, je proteolytick® ġtŊpen² polypeptidovĨch 

prekurzorŢ. V klinick® praxi se vyuģ²vaj² inhibitory prote§zy (PI), kter® jsou pomŊrnŊ 

rozs§hl§ a relativnŊ nov§ skupina l§tek. Jako pŚ²klad lze uv®st ritonavir XI  a darunavir XII .
49

 

ObdobnĨ ¼ļinek, i kdyģ s ponŊkud odliġnĨm mechanismem, vykazoval prepar§t bevirimat 

XIII .
52

 Tento deriv§t kyseliny betulinov® se dostal do IIb f§ze klinick®ho testov§n², ale pak 

byl vĨvoj pozastaven.
53

  

 

 

Dalġ² ze zkoumanĨch dŊjŢ, jehoģ inhibice vede k nehotov® neifekļn² virov® ļ§stici, je 

skl§d§n² kapsidy a l§tky t®to inhibice schopn® se oznaļuj² jako CAI (Capsid Assembly 

Inhibitors). Jelikoģ je to hlavn² t®ma t®to pr§ce, budu mu vŊnovat samostatnĨ odd²l. 
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1.3.1. Inhibitory skl§d§n² kapsidy  

 

 Stuktura CA proteinŢ rŢznĨch virŢ je v jistĨch ohledech velmi podobn§ a z§roveŔ 

odliġn§ od struktury b²lkovin bunŊļn®ho metabolismu, coģ jiģ v roce 1988 vedlo autora 

ļl§nku
54

 k myġlence vyuģit² CA proteinu (nejen) HIV-1 jako vhodn®ho c²le pro antivirotika. 

Tato myġlenka byla koneckoncŢ jiģ dŚ²ve aplikov§na na nŊkter® picornaviry
55

 a pozdŊji t®ģ na 

virus hepatitidy B.
56

  

Bylo identifikov§no nŊkolik malĨch organickĨch molekul, kter® in vitro inhibovaly 

skl§d§n² HIV-1 kapsidy vazbou na NTD CA proteinu, kter§ vedla k jeho konformaļn² zmŊnŊ. 

Jeden z ranĨch pŚ²kladŢ je CAP-1 inhibitor, kterĨ se v§ģe do hydrofobn² oblasti CA 

proteinu.
57

 Dalġ² l§tky, kter® se v§ģou do stejn®ho m²sta NTD CA proteinu strukturnŊ vych§z² 

z acylhydrazonŢ a thiomoļoviny,
58

 avġak vykazuj² jen slab® virostatick® aktivity. 

Pomoc² rozs§hl®ho testov§n² s vysokou propustnost² (high-throughput assay) byly 

identifikov§ny dalġ² inhibitory skl§d§n² kapsidy mezi benzodiazepiny a benzimidazoly.
59

 

L§tky z t®to strukturnŊ rozmanit® s®rie se v§zaly do podobn®ho m²sta NTD CA proteinu jako 

CAP-1 a vykazovaly znaļnou antivirotickou aktivitu (EC50 < 100 nM) vŢļi HIV-1. Ned§vno 

byly identifikov§ny jeġtŊ dalġ² slouļeniny ze skupiny benzimidazolŢ s m²rnŊ odliġnĨm 

vazebnĨm m²stem.
60

  

Dalġ² aktivn² slouļenina ï PF-3450074 ï se v§ģe do odliġn® kapsy NTD CA proteinu, 

nav²c beze zmŊny jeho konformace. Replikaci viru inhibuje v ran® f§zi, kdy destabilizuje 

strukturu kapsidy, a spouġt² tak pŚedļasn® uvolnŊn² RNA z kapsidy.
61

 OpaļnĨ a ponŊkud 

pŚekvapivĨ ¼ļinek vykazuj² nŊkter® pyrrolopyrazolony, kter® inhibuj² replikaci stabilizac² 

kapsidy, ļ²mģ naopak br§n² uvolnŊn² RNA.
62

 

Zat²mco vġechny vĨġe zm²nŊn® l§tky inhibuj² virovou replikaci skrze vazbu na NTD 

CA proteinu, moģnosti obdobn® inhibice prostŚednictv²m vazby na CTD byly doposud 

prozkoum§ny sp²ġe sporadicky. Doposud byl pops§n pouze dodekamern² peptid, oznaļovanĨ 

jako CAI, kterĨ svou vazbou na CTD, jeġtŊ pŚed uvolnŊn²m z Gag polypeptidu, inhiboval 

assembly in vitro.
10

 Po dalġ²m studiu se podaŚilo z²skat rentgenovou strukturu komplexu 

CA-CTD/CAI (obr. 6)
63

 a tak® urļit aminokyseliny ¼ļastn²c² se interakce.
64

  

 

Obr. 6. Krystalov§ struktura CA-CTD (modŚe) v komplexu s CAI  

(ļervenŊ), proloģen§ strukturou CA-CTD bez ligandu (ġedŊ). Vazba 

CAI vede k alosterick® destabilizaci dimerizaļn²ho rozhran², ļ²mģ 

zabraŔuje vĨstavbŊ kapsidy (assembly). PŚevzato a upraveno.
63
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Peptidy vġak maj² nŊkolik inherentn²ch nevĨhod, kter® ļin² jej²ch vyuģit² jako or§lnŊ 

dostupn®ho l®ļiva pomŊrnŊ problematick®. Obvykle se snadno hydrolyzuj², coģ znaļnŊ 

sniģuje jejich poloļas ģivota, a tak® zpravidla maj² n²zkou biodostupnost. V souladu s tŊmito 

poznatky nebyla v tk§ŔovĨch kultur§ch pozorov§na ģ§dn§ inhibice produkce HIV-1, a proto 

CAI nemŢģe bĨt pouģit jako antivirotikum.
10

  

 

1.4. Inhibitory skl§d§n² kapsidy z naġeho pracoviġtŊ 

 

Aļkoliv vĨzkum okolo CAI peptidu nevedl k c²li ve formŊ nov®ho virostatika, pŚispŊl 

k odhalen² dalġ²ho m²sta ve struktuŚe HIV-1, na kter® lze virostatickou l®ļbu c²lit. Pod 

hlaviļkou 7. r§mcov®ho programu Evropsk® komise, spoleļnŊ s dalġ²mi vĨzkumy na 

Universitair Medisch Centrum Utrecht, University of Oxford a Institut Pasteur, prob²hal 

vĨzkum se snahou nal®zt tŚ²du malĨch organickĨch molekul ï ligandŢ, kter® by se v§zaly do 

stejn®ho m²sta CTD CA proteinu jako peptidovĨ CAI.
9
 T®to spolupr§ce se ¼ļastnily tĨm prof. 

Krªusslicha z univerzity v Heidelbergu, tĨm doc. Konvalinky na ĐOCHB AV ĻR a tĨm prof. 

Kotory na ĐOCHB AV ĻR. Prvn² dvŊ jmenovan§ pracoviġtŊ mŊla na starosti biochemick® 

testov§n² l§tek, kter® byly syntetizov§ny podle z§sad racion§ln²ho designu v laboratoŚi prof. 

Kotory. 

KterĨm smŊrem upŚ²t pozornost, pomohlo v prvopoļ§tku in vitro testov§n² knihoven 

slouļenin v laboratoŚ²ch prof. Krªusslicha v Heidelbergu. Celkem bylo otestov§no cca 70 000 

slouļenin ve tŚech rŢznĨch knihovn§ch, ze kterĨch vzeġly dvŊ skupiny kandid§tŢ, strukturnŊ 

odliġnĨch molekul XIV  a XV, jeģ interagovaly s CTD CA proteinu poģadovanĨm zpŢsobem 

(obr. 7).
9
 Tyto struktury pak byly vĨchoz²m bodem pŚi hled§n² ligandŢ s niģġ² disociaļn² 

konstantou a pro zkoum§n² vztahŢ mezi strukturou a aktivitou. 

 

Obr. 7. Struktury aktivn²ch slouļenin odhalenĨch pŚ² screeningu knihoven.  
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 Prim§rn² testov§n² novŊ pŚipravenĨch l§tek prob²halo v laboratoŚi doc. Konvalinky na 

ĐOCHB a bylo zaloģeno na kompetici chinazolinov®ho ligandu s jiģ dŚ²ve popsanĨm CAI 

peptidem o vazebn® m²sto na CTD CA proteinu, k ļemuģ byla adaptov§na metodika 

AlphaScreen (viz kapitola 3). U l§tek, kter® vykazovaly slibnou aktivitu v AlphaScreen testu, 

bylo potvrzen² (nebo vyvr§cen²) jejich antivirotick® aktivity prov§dŊno v tk§ŔovĨch kultur§ch 

na pracoviġti prof. Krªusslicha v Heidelbergu. U slibnĨch deriv§tŢ zde t®ģ z§roveŔ prob²halo 

testov§n² cytotoxicity. PŚ²mĨ dŢkaz vazby na CTD CA proteinu a stanoven² KD pŚ²sluġn®ho 

komplexu poskytla mikrokalorimetrie (laboratoŚ doc. Konvalinky), kterou vġak, vzhledem 

k n²zk® rozpustnosti l§tek, bylo moģn® prov®st jen v omezen®m mnoģstv² pŚ²padŢ. 

Pro oļek§vanou jednoduchost syntetickĨch postupŢ byly jako prvn² zkoum§ny 

deriv§ty strukturnŊ odvozen® od N,N-disubstituovan® moļoviny XIV. PŚ²pravu tŊchto 

slouļenin mŊl na starosti A. Machara, kterĨ syntetizoval nŊkolik strukturnŊ modifikovanĨch 

s®ri². Prozkoum§ny byly pŚedevġ²m N-substituovan® moļoviny nesouc² nejrŢznŊjġ² deriv§ty 

benztriazolu a acetofenonu, ale t®ģ amino a halogenbenzenŢ.  Celkem vzniklo pŚibliģnŊ 100 

takovĨchto l§tek, nicm®nŊ jejich aktivita byla ve vŊtġinŊ pŚ²padŢ zanedbateln§, pouze 

u nejlepġ²ch slouļenin dosahovala IC50 maxim§lnŊ 50 mM.
65

 

Vzhledem k ne¼spŊchu v pŚ²padŊ deriv§tŢ moļovin se pozornost pŚesunula k dalġ² 

tŚ²dŊ slouļenin odhalenĨch v prim§rn²m provŊŚov§n² knihoven (screeningu) ï deriv§tŢm 

chinazolinu ï strukturnŊ bl²zkĨm l§tce XV . Aļkoliv nŊkter® deriv§ty l§tky XV  vykazuj² 

aktivitu v AlphaScreen (viz kapitola 3) testu i ve tk§ŔovĨch kultur§ch, jejich celkovŊ n²zk§ 

rozpustnost, nejen v testovac²m m®diu (PBS pufr + 2 % DMSO), byla do znaļn® m²ry 

limituj²c²m faktorem. V prŢbŊhu nŊkolika let pr§ce jsme s kolegy pŚipravili Śadu c²lenĨch 

knihoven nejrŢznorodŊji modifikovanĨch deriv§tŢ ï celkem v²ce neģ 400 l§tek. V r§mci snah 

o zlepġen² rozpustnosti, zvĨġen² aktivity a nalezen² farmakoforu, byly postupnŊ pŚipraveny 

d²lļ² s®rie l§tek, kter® strukturnŊ pokrĨvaly nejrŢznŊjġ² moģn® varianty derivatizace, vļetnŊ 

nŊkolika deriv§tŢ nejbliģġ²ch pŚ²buznĨch heterocyklŢ chinolinu a pyrimidinu (obr. 8A). 

Uskupen² aromatickĨch (heteroaromatickĨch) jader a dus²kovĨch atomŢ, vyznaļen® na obr. 

8B, je spoleļnĨ strukturn² motiv vġech l§tek s inhibiļn² aktivitou, kterĨ je pro jejich aktivitu 

nezbytnĨ; lze jej tedy oznaļit za pravdŊpodobnĨ farmakofor.
9
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Obr. 8. Markushova struktura zachycuj²c² ġirok® rozpŊt² zkoumanĨch strukturn²ch motivŢ (A) 

a pravdŊpodobnĨ farmakofor (B).  

 

 

 

PochopitelnŊ zdaleka ne vġechny pŚipraven® l§tky vykazovaly aktivitu, ale podaŚilo se 

syntetizovat nŊkolik 2,4-disubstituovanĨch deriv§tŢ chinazolinu, jejichģ aktivita se 

pohybovala v jednotk§ch ÕM. Jako pŚ²klad mohou poslouģit strukturnŊ odliġn® l§tky XVI , 

XVII  a XVIII , kter® si vġak uchov§vaj² spoleļnĨ z§kladn² motiv.  

 

 

 

1.5. Chinazolin a jeho deriv§ty (chinazoliny) 

 

Pro deriv§ty chinazolinu XIX se obvykle pouģ²v§ prost® souhrnn® oznaļen² 

chinazoliny. Chinazolin a jeho deriv§ty jsou jiģ v²ce neģ sto let zn§m® l§tky, jejichģ fyzik§ln² 

a chemick® vlastnosti, pŚ²prava, reaktivita a biologick® ¼ļinky byly zevrubnŊ zkoum§ny 

a pops§ny v nepŚebern®m mnoģstv² odborn® literatury. PlnŊ se orientovat v takov®mto 

mnoģstv² informac² je velmi n§roļn® a jenom pouh® jejich utŚ²dŊn², bez hlubġ²ho vhledu, je 

v rozsahu t®to pr§ce v podstatŊ nemoģn®. Omez²m se proto pouze na informace, kter® 

povaģuji pro tuto pr§ci za podstatn®.  
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1.5.1. Chinazolin 

 

Chinazolin XIX  je heterocyklick§ aromatick§ slouļenina spadaj²c² do skupiny 

benzodiazinŢ, l§tek strukturnŊ odvozenĨch od diazinŢ s kondenzovanĨm benzenovĨm kruhem  

(obr. 9). Chinazolin samotnĨ je odvozen od 1,3-diazinu, neboli pyrimidinu XX  a ve starġ² 

literatuŚe je moģn® jej nal®zt pod n§zvy phenmiazin, benzylenamidin, 5,6-benzopyrimidin ļi 

1,3-diazanaftalen. V souļasn® dobŊ je chinazolin (angl. quinazoline) univerz§lnŊ pŚij²manĨ 

n§zev, kterĨ pravdŊpodobnŊ vych§z² z faktu, ģe se jedn§ o aza deriv§t chinolinu.
 66

  

 

Obr. 9. ZpŢsob ļ²slov§n² chinazolinu XIX  a pŚ²klady nŊkterĨch pŚ²buznĨch heterocyklŢ. 

 

 

 

  Chinazolin XIX  je n²zkotaj²c² pevn§ l§tka (Tt = 48 ÁC), kterou lze bez dekompozice 

destilovat, destilovat s vodn² parou, sublimovat a krystalizovat z lehk® petrolejov® frakce. 

V ļist® formŊ se jedn§ o ģlut® krystaly pŚ²jemn® vŢnŊ a hoŚk® chuti.
66 

 

Na z§kladŊ delokalizaļn²ch energi², z²skanĨch z vypoļtenĨch sluļovac²ch tepel a 

vazebnĨch d®lek, lze chinazolin oznaļit za arom§t s relativnŊ lokalizovanĨmi vazbami.
67

 

DobŚe patrn® je to pŚi porovn§n² s  delokalizaļn²mi energiemi dalġ²ch arom§tŢ:  

 

benzen      >      chinolin      >      naftalen      å      chinazolin      >      pyrimidin 

      150.7 kJ/mol       137.9  kJ/mol      127.7 kJ/mol         127.2 kJ/mol          84.5 kJ/mol 

 

I pŚes podobnou hodnotu delokalizaļn² energie se chinazoliny po chemick® str§nce 

nechovaj² jako naftalen, neboŠ dvojn§ vazba mezi N3 a C4 je znaļnŊ polarizovan§, coģ m§ za 

n§sledek, ģe se tato dvojn§ vazba chov§ t®mŊŚ jako izolovan§.
66

 DŢsledkem je vysok§ 

reaktivita t®to dvojn® vazby vŢļi nukleofilŢm, kter® se na ni snadno aduj². Znaļn§ polarizace 

se tak® projevuje v relativn² reaktivitŊ substituentŢ v poloze 2 a 4, kdy substituenty v poloze 4 

jako chlor, alkoxy, amino,... podl®haj² daleko sn§ze napŚ. hydrolĨze.
66

 

Chinazolin je syst®m s deficitem ˊ-elektronŢ, ļili elektrofiln² aromatick® substituce 

prob²haj² velmi neochotnŊ.
68

 Je vŢļi elektrofilŢm st§lejġ² neģ chinolin a podl®h§ pouze nitraci, 
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sulfonaci a chlorsulfonaci za vzniku patŚiļnĨch 6-deriv§tŢ.
69

 Naopak nukleofiln² reakce 

(adice, substituce) prob²haj² velmi ochotnŊ, vģdy na pyrimidinov®m kruhu a vykazuj² silnou 

C-4 regioselektivitu. Zvl§ġtŊ snadno prob²h§ nukleofiln² substituce, pokud je odstupuj²c² 

skupinou halogen, pŚiļemģ rozd²ln§ reaktivita atomŢ chloru v poloze 2 a 4 pak umoģŔuje 

pŚipravit ġirokou paletu disubstituovanĨch deriv§tŢ. Jako nukleofil se pak mŢģe uplatnit napŚ. 

amin, alkohol, alkohol§t, enol§t, kyanidovĨ aniont, ļi Grignardovo ļinidlo.
66

 

 

1.5.2. Biologicky aktivn² deriv§ty chinazolinu 

 

Na poļ§tku vĨzkumu chinazolinŢ se jednalo v²cem®nŊ o vĨhradnŊ akademickou 

z§leģitost. Teprve pozdŊji bylo zjiġtŊno, ģe je tento heterocyklickĨ skelet pŚ²tomen 

i v nŊkterĨch biologicky aktivn²ch pŚ²rodn²ch l§tk§ch. Ale aŠ uģ se jedn§ o ryze pŚ²rodn² 

chinazolinov® alkaloidy nebo semisyntetick® a syntetick® deriv§ty, chinazoliny oplĨvaj² celou 

Śadou biologickĨch ¼ļinkŢ, zahrnuj²c²ch protirakovinn®, protiz§nŊtliv®, antibakteri§ln², 

analgetick®, protivirov®, tuberkulostatick®, antioxidaļn², antimalarick®, antihypertenzn², atd.
70

  

Po cel§ stalet² byly v  indick® lidov® medic²nŊ pouģ²v§ny listy keŚe Adhatoda 

vasica nees k rŢznĨm l®ļebnĨm ¼ļelŢm, zejm®na na obt²ģe dĨchac²ho ¼stroj², ale t®ģ 

napŚ²klad k vyvol§n² dŊloģn²ch kontrakc² a urychlen² porodu.
71

 KeŚ obsahuje Śadu alkaloidŢ, 

ale majoritn² sloģka, kter§ je zodpovŊdn§ za biologick® ¼ļinky, je alkaloid vasicin XXI , 

poprv® izolovanĨ Hooperem z listŢ keŚe jiģ roku 1888.
72

 DŢkladnŊjġ² chemickĨ vĨzkum 

v prvn² polovinŊ 20. stolet² odhalil strukturn² pŚ²buznost vasicinu XXI  s chinazolinem XIX .
71

 

Bromhexin XXII  a ambroxol XXIII  ï deriv§ty vasicinu XXI  ï se dnes vyuģ²vaj² jako 

bronchosekretolytikum pŚi l®ļbŊ onemocnŊn² horn²ch cest dĨchac²ch.
71

 

 

 

 

Aļkoliv vasicin XXI  byl jedna z prvn²ch l§tek, v kter® mohl bĨt rozpozn§n 

medicin§ln² potenci§l deriv§tŢ chinazolinu, nejvŊtġ² a neutuchaj²c² vlnu z§jmu medicin§ln²ch 

chemikŢ o tyto heterocyklick® slouļeniny vyvolala aģ izolace alkaloidŢ febrifuginu XXIV  
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a izofebrifuginu XXV  z ļ²nsk® rostliny Dichroa febrifuga.
73

 Tato rostlina, v tradiļn² ļ²nsk® 

medic²nŊ oznaļovan§ jako chang-shan (t®ģ aseru), byla vyuģ²v§na v²ce neģ 2000 let na Śadu 

onemocnŊn² vļetnŊ rakoviny ģaludku a jako souļ§st l®kŢ na mal§rii.
74

 Bylo zjiġtŊno, ģe za 

antimalarickou aktivitu jsou odpovŊdn® pr§vŊ alkaloidy XXIV  a XXV .
75

 

Do dneġn²ch dn² bylo dohromady objeveno jiģ v²ce neģ 150 pŚ²rodn²ch alkaloidŢ 

s chinazolinovĨm motivem a mnoh® z nich jsou l§tky biologicky aktivn².
70b

 Jako pŚ²klad mŢģe 

poslouģit luotonin A XXVI, izolovanĨ z rostliny Peganum nigellastrum, kterĨ vykazuje 

cytotoxickou aktivitu vŢļi n§dorov® bunŊļn® linii  P388 (IC50 = 1.8 mg/mL).
70b, 76

 Celou 

Śadou biologickĨch aktivit oplĨv§ tak® alkaloid rutaecarpin XXVII  izolovanĨ z rostliny 

Evodia rutaecarpa. Tyto aktivity zahrnuj² siln® analgetick® ¼ļinky, zpŢsoben® pravdŊpodobnŊ 

inhibic² cyklooxygen§zy 2, d§le ¼ļinky antiemetick®, antihypertenzn², uterotonick® 

a protiz§nŊtliv®.
70b, 77

 Tetrodotoxin XXVIII , nervovŊ paralytickĨ deriv§t guanidinu obsaģenĨ 

ve vnitŚn²ch org§nech ryb z rodu ļtverzubcŢ a v nŊkterĨch dalġ²ch moŚskĨch organismech,
78

 

je moģn§ nejzn§mŊjġ² pŚ²klad pŚ²rodn² l§tky, jej²ģ strukturu lze vzt§hnout k chinazolinu.
79b

 

 

 

 

Skuteļn§ ®ra medicin§ln²ch chinazolinŢ zaļala v 50. letech, po odhalen² struktury 

a antimalarickĨch ¼ļinkŢ febrifuginu XXIV, snahou syntetizovat dalġ² biologicky aktivn² 

chinazolinov® deriv§ty jakoģto potenci§ln² l®ļiva. V roce 1951 byl takto pŚipraven 

2-methyl-3-o-tolylchinazolin-4(3H)-on, zn§mĨ jako methaqualone (ļesky metakvalon) 

XXIX, kterĨ zpŢsobuje ¼tlum centr§ln²ho nervov®ho syst®mu, a stal se tak ġiroce rozġ²ŚenĨm 

sedativem a hypnotikem.
79

 Na sklonku 60. let v USA ve velk®m nahrazoval barbitur§tov§ 

sedativa a v 70. letech se stal tak® velmi popul§rn² rekreaļn² drogou, zvl§ġtŊ v taneļn²ch 

klubech; zneuģ²v§n² vedlo aģ k jeho ¼pln®mu z§kazu v 80. letech.
80

 Aģ do konce 60. let byl, 

kromŊ zmiŔovan®ho methaqualonu XXIX, v klinick® praxi pouģ²v§n jen jeden dalġ² deriv§t 


