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1. Uvod

Karborany jsou latky znamé od pocatku minulého stoleti. Jsou tvofeny atomy uhliku, béru a
vodiku. Vytvareji prostorové struktury podobné klecim. Maji fadu zajimavych fyzikalné-
chemickych vlastnosti, jsou silné¢ hydrofobni, stabilni chemicky, tepeln€ i svételné. Daji se
snadno pozménovat a znacit radionuklidy, coZ umoziuje syntetizovat mnozstvi variant. Jsou
vyuzivany k tvorbé supramolekularnich materialt, koordina¢nich &astic, katalyzatort, ale
predevdim v poslednich desitkdch let nachazeji védci jejich nové moznosti pro vyuziti
v biomedicing. Tyto latky jsou pouZivany pfi borové neutronové zachytové terapii vyuZzivajici
jadra boéru k jaderné reakci, pfi niZ je uvoliiovano radioaktivni zafeni cilené hubici nadorové
buiiky. Je snahou nalézt vhodné nosice boru, které budou cilené zacleiiovany do rakovinovych
bunék, jez maji byt znieny a to jen s minimalnim poskozenim okolni tkan¢. Karborany jsou
navrhovany jako biologické a farmakologické sondy, maji protinddorovy ucinek, v posledni

dobé se ukazalo, Ze inhibuji Zivotné dulezity enzym viru HIV, proteazu.

1.1 Zamér prace

Prace je koncipovana jako reSerSe a ma shrnout poznatky o skupin€ latek, zvanych b&zné

karborany, jejich vlastnostech a moznostech pouziti v biomedicing.

Cilem praktické c¢asti je enzymologickd charakterizace inhibitoru HIV proteazy,

metalokarboranu ozna¢eného GB-128.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Karborany

Karborany jsou slouceniny, které jsou v poslednich desitkach let studovany pro jejich
mozZné vyuziti v riznych odvétvich chemie, jako napf. supramolekularni materialy a polymery
[1] v makrochemii, katalyzatory a koordinaéni castice pro syntézy, ale piedevsim také
v biochemii a biomediciné. N¢které z nich se jiz pouzivaji pti 1é€bé rakoviny metodou borové
neutronové zachytové terapie BNCT [2]. Vyzkum na poli medicinskych odvétvi smétuje
k vyvoji farmaceutickych a biologickych sond a radiofarmak [3]. Fyzikalni a chemické
vlastnosti karboranti, jako tepelna, chemicka a fotochemicka stabilita, hydrofobicita a snadné
znaCeni radionuklidy spolu se syntetickou dostupnosti umoziuji védcim zkoumat jejich
budouci vyuziti [3,2].

Karborany jsou latky tvofené z atomid boru, uhliku a vodiku. Je to podskupina souboru
latek, nazyvaného polyhedralni heteroborany, ktery je pfedmétem zkoumani ptes 40 let [3].
Do tohoto souboru patfi mnoZstvi sloucenin, s riznymi polty atomu béru a uhliku, napf.

{C2B7}, {C2Bs}, {C3Bs }, {CBo} atd. (obr.1) [3].
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obr.1: piiklady struktur polyhedralnich boranti, ptevzato z [4]
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jako karborany (karboran je zkraceny vyraz pro nazev karbaboran dle ITUPAC), obecného
vzorce C;Bjy9 Hy2 [5]. Kazda klec ma pseudosférickou geometrii, 20 stén a 12 vrcholi. CH
skupiny jsou ve vrcholech mnohosténu. Struktura karboranu je elektrondeficitni, tzn. Ze je zde
vice valen¢nich orbitali neZ elektronii a vazba, kterd vznikd mezi B-B a C-B se nazyva
tiisttedova dvouelektronova. Elektrony tvofici vazby C-B a B-B jsou rozprostieny po celé
molekule [5]. Kromé zminénych closo-karborand existuji také nido-karborany a arachno-
karborany (obr.1)[5]. VSechny tii struktury vychézeji z boranii obecného vzorce: closo-borany
[BoH,]*, nido-borany [BuHnsa], arachno-borany [ByHnss], kde n je pocet atomii. Lisi se
vzajemné tvarem kleci (nido=hnizdo, arachno=pavucina) [6].

Karborany jsou pseudoaromatické systémy, jejichZz aromaticita je narozdil od bé&Znych
rovinnych aromatickych sloucenin trojrozmérnd [5]. Jak boér tak uhlik se zapojuji do
substituénich reakci, aniz by charakter klece byl zménén [3]. Rentgenografickou studii bylo
zméfeno, Ze objem, ktery zaujima closo-karboran v prostoru, je srovnatelny s objemem
fenylové skupiny rotujici kolem své dvoucetné osy symetrie [3,5]. Closo-karboranova klec
neni opticky aktivni, narozdil od klece nido-karboranti, které existuji ve dvou enantiomerech
[5]-

Existuji tfi izomery 1,2-dikarba-closo-dekarboranu - ortho, meta a para (obr.2), které se
vzajemné lisi relativni pozici uhliku v molekule. Tyto tzv. klastry maji téméf ikosahedralni
geometrii, kterd se béZné€ v chemii uhlovodikii nevyskytuje, a kazdy uhlik a bor je zde Sestkrat
koordinovan [3,5]. Jsou izoelektronové a geometricky identické s boranovym closo-BjaH 2>
aniontem. CH skupiny jsou slabé kyselé a mohou byt snadno deprotonizovany za tvorby
nukleofilli. Naproti tomu atomy boéru ve vrcholech klastru reaguji s elektrofily, coz celkové

dava mozZnost syntetizovat velké mnozZstvi derivati [3,5].

obr.2: izomery dikarba-closo-dekarboranu , 1-ortho(1,2),
2-meta(1,7), 3-para(1,12) (atomy uhliku fialové , boru
oranzov€, vodiku Zlut€), upraveno podle [7]



Ortho-karborany nesouci skupiny odtahujici elektrony, napft. estery ¢i aldehydy, se snadno
pfeménuji na odpovidajici nido-karborany, v disledku deprotonace vyvolané silnou bazi
(obr.3). Vzniklé nido-karborany jsou rozpustnéjsi ve vodé (hlavné ve formé svych Li", Na",
K" soli) a maji charakter vytvafet tzv. ,,sandwichové* struktury. Diky rozpustnosti ve vodé a

elektrolytické povaze se izomerni nido-karborany pouZzivaji v roztocich pufri [2].

obr.3: degradace ortho-karboranu na
nido-karboran, pfevzato z [8]

Karborany podporuji hydrofobni reakce mezi léky a jejich receptory a prispivaji tak ke
zvySeni stability a biologické dostupnosti téchto lé¢iv in vivo [3]. Karborany mohou byt
zkoumany pomoci rentgenové krystalografie. Monitorovani prubéhu reakce karboranu lze
provést s pomoci tenkovrstvé chromatografie a pro zjisténi Cistoty karboranovych derivatu se
pouziva HPLC [3].

Karborany maji mnozstvi zajimavych strukturnich, chemickych a fyzikalnich vlastnosti,

umoziujicich jejich vyzkum v riiznych oblastech pfirodnich véd.

2.2 Neutronova terapie

Neutronovou terapii 1ze rozdélit na ptimou terapii rychlymi neutrony (malo vyuzivanou pro
$patnou mozZnost fizeni svazku) a na neutronovou zdchytovou terapii, ktera vyuziva vysokého
u¢inného prufezu nékterych jader pro pomalé neutrony a naslednou jadernou reakci spojenou
s uvolnénim energie v okoli terce [9].

Borova neutronova zachytova terapie (BNCT) je lécebna metoda, kterou poprvé navrhl
v roce 1936 Locher |2]. Tato terapie je zaloZena na jaderné reakci (obr.4), kde je '°B vystaven
termalnim neutroniim (ng), po jejich? zachytu se tvoii radioaktivni izotop ''B, ktery se

rozpada na vysoce reaktivni izotop lithia a alfa ¢astici. Jednotlivé slozky reakce samy o sobé



nejsou u¢inné, ale v kombinaci vytvateji vysoce u¢innou a selektivni terapii, protoze alfa
Castice a lithiovy ion prostupuji vzdalenosti jen 10 um - o malo mensi nez je velikost burky
[3]. Pii tomto prichodu se uvoliiuje energie a kolem trajektorie Castic vznika pro buiiku
znidyjici zafeni [3,2]. Okoli buiiky je nieno jen minimaln€, i kdyZ ne zanedbatelné.
V idealnim piipadé je '°B pripojen na 1k specificky vyhledavajici rakovinné buiiky. 1B sam
0 sobé neni radioaktivni ani cytotoxicky a struktura jadra umoZiuje pii reakci zachyceni

dostateéného mnozstvi neutronti [10].

n,—> "“B—— [''B]' + 2.31 MeV (96%)

+ 0.48 MeV y
Li

obr.4: schéma reakce vyuzivané v BNCT, rozpadem ''B vznikaji vysoce reaktivni &astice 'Li

a *He (o) s kratkym polo¢asem rozpadu, prevzato z [11]

Zdrojem neutroni muze byt reaktor ¢i kombinovany zdroj alfa zafi¢/berylium, jsou vsak
kladeny vysoké poZadavky na kvalitu svazku, zv1ast€¢ pak na jeho Cistotu (napf. gama zafeni
ma zcela jiné ucinky) [9].

Buriky urfené pro zneskodnéni touto terapii musi byt schopny obsahnout dostatecné
mnozstvi '°B. Cilem studii je proto najit vhodnou slouceninu, ktera snadno projde bunéénou
membranou a kterd nebude z podstatné Casti odbourdna ¢i zniena imunitnim systémem
organismu. Bylo jiZ uréeno, Ze na zni¢eni gramu nadorové tkan¢ je potieba 10 — 30 pg ‘g
[3,9]. Toto mnoZstvi je ale znané snizeno, pokud se bor nachazi vné nebo velmi blizko
bunééného jadra. Vé¢lenénim latky nesouci bor do chromosomu nebo navazanim piimo na
DNA se velmi zvysi uspé€$nost terapie. Je ale nezadouci, aby latka zlstavala v krevnim fecisti
a zpusobovala nekrozu v zZilach. Optimalni pomér nador:krev je 5:1 [3]. DalSim ddlezitym
pozadavkem je nizka toxicita slouceniny. Diky studiu radioznaeni a farmakokinetiky a také
diky snaze dobie 1é¢it napf. okrajové nadory je vyvoj novych prostiedki pro BNCT znaéné

urychlovan. V soucasnosti se v klinické praxi vyuzivaji dva léky.



e L-BPA (L-p- dihydroxyborylfenylalanin)
e BSH (Na;B;2H,SH, thio-closo-dodekaborat sodny) [2,10]

COOH sw|F

HO” ~OH O BH (B)
1 2

obr.5: 1 - L-BPA. 2 — BSH. upraveno podle [10]

Uvedené latky se pouzivaji pro terapeutické ucely. Dulezité je také studium biodistribuce a
farmakokinetiky, které objastiuje osud latky v organismu. V in vivo studiich mohou byt
teoreticky pouzity metody NMR a MRI, diky ptitomnosti jader '°B a ''B. V praxi se ale
v zavislosti na typu radionuklidu pouziva ptevazné tzv. jednofotonova emisni pocitacova
tomografie (SPECT) a pozitronova emisni tomografie (PET) [3]. Napf. metodou PET se
sleduje biodistribuce a farmakokinetika BPA v pfitomnosti izotopu 1BE, pro studium BSH

metodou PET je &ast&ji pouZivan izotop *'1 [10].

2.3 Nosice boru zkoumané pro vyuziti v BNCT

2.3.1 Sacharidy

Sacharidy jsou se zamérem vyuziti v BNCT studovany jiz fadu let. Prvni syntéza sacharidu
s pfipojenym karboranem byla popsdna pfed 25 lety [10]. Jednim z dulezitych hledisek
vyzkumu sacharidi s navdzanymi karborany je snaha o sniZeni hydrofobicity karborani a
zvySeni rozpustnosti karboranovych biomolekul ve vodé [3,10]. Dalsi vyhodou je moZnost
interakce se sacharidovymi receptory umisténymi na povrchu vsech, i nadorovych bunék
[10]. V neposledni fad¢ oligosacharidy vykazuji nizkou toxicitu.
Je mnoho cest, jak syntetizovat karboranyl-sacharidy. Pieménou karboranové klece z closo do
nido formy lze dle potieby zvy$ovat hydrofilitu karboranyl sacharidu. Byla pfipravena fada
karboranyl-glykosidli, v niz byly napf. slouceniny glukosy, maltosy a laktosy. VétSina



uvedenych latek byla piipravena z odpovidajicich alkyl-glykosidid. S uvedenymi glykosidy
byly provedeny testy, jez mély zjistit, jak jsou tyto latky ptijimany burikami naddorové tkané.
Nejvyssi bun&ény piijem vykazovala karboranyl-maltosa (obr.6). Obdobna koncentrace jako

v nadorovych burikach byla také v krvi [3].

OH
HO Q }
HO oH OH {
0 o o ,
HO RS
OH

obr.6: karboranyl-maltosa, pfevzato z [3]

Ve snaze zvysit schopnost pfechodu pies bunéénou membranu u karboranyl-glukosy a
karboranyl-laktosy byly pfipraveny karboranyl-sacharidy se zabudovanym bo¢nim lipofilnim
alifatickym fetézcem, pfipojenym ke zbyvajici volné skupiné CH karboranu. Detekce
takovéto molekuly pomoci NMR byla mozna diky atomu fluoru '°F, navdzanému na konci
bo¢niho fetézce, jehoZ jadro ma vysokou pohltivost a Siroky chemicky posun [3]. V Zivé tkani
se téméf neobjevuje, je tedy snadno identifikovatelny, a proto vhodny jako znatka pro MRIL
Toxicita téchto derivatii nesoucich fluor byla nizka ve srovnani s molekulami, které nesly
v pozici fluoru alkoholovou skupinu [3].

V soucasnosti stale vznikaji nové alternativni syntézy glykosidi. Je to podminéno snahou
ziskat co nejlepsi latky pro BNCT, které se budou snadno vazat na konkrétni lektiny bunék
nadoru [10]. Byly syntetizovany tzv. bis-glykosidy (obr.7), molekuly, jeZ jsou tvofeny dvéma
cukernymi zbytky, které jsou k sob& pfipojeny pomoci karboranové klece. Tyto latky téméf
nejsou toxické, ale také se jen malo zabudovavaji do cilovych bunék [3]. Tyto struktury vSak
mohou byt vyuzity jako pfenaSece karborant. Po odstépeni jednoho nebo obou cukernych

zbytkl v blizkosti nadoru se umozni selektivni bunéény pfijem lipofiln€jsiho katabolitu [3].

HO

OH
o OH
OH

obr.7: bis-glykosidovy o-karboran mannosy, pievzato z [3]



2.3.2 Porfyriny

Porfyriny jsou cyklické molekuly slozené ze &tyk molekul pyrrolu. Casto maji uvnité
molekuly koordinaéni vazbou navazan atom kovu. Vyskytuji se napf. v krevnim
hemoglobulinu [12,13]. Porfyriny byly jako mozZné slouc¢eniny pro BNCT hojné zkoumany,
poprvé, obdobné jako u pfedchozich sacharidu, pfed vice nez 25 lety. Existuje mnoho zprav o
jejich syntézach a biologickych vlastnostech. Ve 20. stoleti bylo syntetizovano pies 60
novych struktur. Vyzkum porfyrini neni zaméfen pouze na BNCT, ale také na tzv.
fotodynamickou nadorovou terapii (PDT), ve které se karboranyl-porfyriny jevi jako slibné
podpurné prostiedky [10,14]. Porfyriny vykazuji upfednostnéné hromadéni v nadorové tkani,
kde jsou navic zadrzovany pomémé dlouhou dobu [10]. Bylo zjisténo, Ze tzv. protoporfyrin
pozménény navazanim nékolika karboranovych kleci vyhledava specificky nadorové buiiky,
pomér nadorova buiika : zdrava buiika byl 400, coZ ukazuje velkou selektivitu k nadorovym
tkanim. Ale také byla naméfena zna¢na toxicita. Lep$i vysledky neZ uvedeny protoporfyrin
méla jeho kombinace s jiz pouZivanym L-BPA. Tyto dvé& latky spolu vykazuji dobrou
nadorovou selektivitu pii 1é¢bé pacientii metodou PDT [10]. Struktury porfyrinu se 4 nebo 8
karboranovymi klecemi a koordinovanym atomem zinku byly také zkoumany se stejnym
cilem jako pfedchozi. Bylo zjisténo, Ze tetra(4-nido-karboranylfenyl)porfyrin ma nizkou
toxicitu a po ozafeni svétlem vyvola zni¢eni DNA in vitro [3,10].

Porfyriny obsahujici 40 aZ 80 atomid boru (obr.8) jsou symetrické a stabilni, jejich vetsi
rozpustnost ve vod€ je podminéna pietvofenim closo do nido formy. Porfyriny ve vodé
rozpustnéjsi jsou vice toxické, nez jejich formy ve vodé nerozpustné [3,14]. Jsou slibné jak
pro BNCT, tak pro PDT. Kromé uvedenych latek byly prozkouméany komplexy karboranyl-
porfyrind s riznymi atomy kova (Mn, Cu) [10]. Vysledky distribuce a toxicity byly
publikovany [15].




2.3.3 Slozky nukleovych kyselin

ProtoZe idealni molekulou pro flizi s BNTC stale ziistava takova, ktera by se navazala p¥imo
do jadra nadorové buriky, resp.do DNA, byly pfevazné¢ zkoumany slozky nukleovych kyselin

nukleosidy a nukleotidy [3,5,10].

2.3.3.1 Nukleosidy

Jednim ze zkoumanych nukleosidi je karboranyl-nukleosid B-5-ortho-karboranyl-2’-
deoxyuridin (CDU) (obr.9) [2]. Kromé této molekuly byl vytvofen napt. také karboranyl-

thiouracil [10].

OH

obr.9: CDU, (atomy uhliku ¢ern€, bdru bile), upraveno podle [10]

Tato sloucenina je selektivné pfijimana nadorovymi burikami a je malo cytotoxicka.
Pokusy byly provadény s nadorovymi mozkovymi buiikami z divodu, Ze tyto burky
produkuji mnohem vice DNA neZ buiiky centralniho nervového systému [16]. Pfi dalsich
pokusech se zjistilo, Ze izomery L a D latky CDU jsou upfednostiiovany stejné [17,18].
Shromazd’ovani CDU uvnitf buriky lze povaZovat za vysledek fosforylace nukleosidu
thymidin kinazou [19]. Byly syntetizovany i thimidinové analogy nesouci ortho-karboranové
substituenty v poloze N3 [10]. Mély navic piipojeny rizné dlouhé postranni fetézce mezi
karboranem a thymidinovou bazi a nékteré také alkoholovou skupinu, z divodu zvyseni
rozpustnosti latky ve vodnych roztocich. Zjistilo se, Ze aktivita thymidin kinazy 1 je nejvétsi
v pfitomnosti alkoholovych skupin. Aktivita thymidin kinazy 2 nebyla pozorovana [19].
V nedavné dob¢é byl vytvofen nukleosid s navdzanym karboranem na sacharidové sloZce
(ribose) vazbou C-C (obr.10) z dlivodu zabranéni ztraty karboranové klece vinou hydrolyzy

[10].
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obr.10: karboranyl-deoxythymidin s vazbou C-C mezi deoxyribosou a
karboranem, (atomy uhliku ¢erné, boru bile) ptevzato z [10]

2.3.3.2 Nukleotidy

V soucasné dobé existuji dva typy oligonukleotidii obsahujicich bér [3]. Prvni typ je
pozménén boranovou nebo kyanoboranovou skupinou -BHj; resp.-BH,CN, tzn. jeden atom
béru na molekulu. Druhy typ obsahuje vysoce lipofilni karboranylovou skupinou —C;BoHj;,
takZe na jednu molekulu ptipadne 10 atomu boru [5].

Nukleotidy mohou byt modifikovany karborany na vsech tiech strukturnich slozkach, tzn. na
cukerném zbytku, bazi nebo na zbytku kyseliny fosfore¢né. Umoziiuje to meénit fyzikalné-
chemické a biologické vlastnosti oligomeru [5]. Za podminek fyziologického pH je vzdy
nejstabilngj$i nido varianta karboranu. Oligonukleotidy liSici se vzdjemné mistem vazby
karboranu (baze, cukr, kyselina fosfore¢na) jsou dobrymi substraty polynukleotidové kinazy
(enzymu katalyzujiciho adici fosfatu na 5 konec nukleové kyseliny) a jsou z ¢asti nete¢né

vici exonukledzam, predevsim diky umisténi karboranové klece v oligomernim fetézci [5].

Modifikovanym oligonukleotidim (obr.11), které mohou byt vytvafeny s pouZitim stejné
chemie a automatizovanych DNA-syntetizatoru jako pfi syntéze béZnych nukleovych kyselin,

jsou strukturné podobné oligomerni fosfodiestery s navazanymi karboranovymi klecemi [20].
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obr. 11: 1-struktura oligomernich fosfodiestert
2 — ptiklad struktury karboranyl-oligonukieotidu,
upraveno podle [5]

2.3.4 Aminokyseliny

vvvvvv

Byly vytvofeny mono- azZ tetrahydroxy- L-BPA z diivodu objasnéni vztahu mezi strukturou a
biologickymi vlastnostmi. Rozpustnost rostla viadé smérem Kk tetrahydroxy- L-BPA,
cytotoxicita ve stejném sméru klesala, ale také bunéény pfijem v tomto sméru klesal. [21].

Kromé této latky, u niZ byly zkoumany obé formy D i L, bylo pfipraveno mnozstvi jinych
aminokyselin s karborany, vcetné umélych, které se v pfirodé nevyskytuji [10]. Napf. 1-
aminocyklobutankarboxylova kyselina je netoxicka a je pfednostné zadrzovana v nadorech
mozku [22,23]. Jeji meta-karboranovy protéjsek i polarnéjsi nido-derivat ale maji omezené
vyuziti. v BNCT [3]. Zajimavou skupinou jsou aminokyseliny s pfipojenym
bis(dikarbollidem) kobaltu (obr.12). Tyto latky zvySuji u¢innost BNCT hlavné diky vétSimu
mnoZstvi atoml boru. Jsou ve vodé rozpustné ve formé€ sodnych soli a zaroveri dostateéné

hydrofobni diky karboranu, coz jim umoziiuje pronikat fosfolipidovou membranou [10].

(oa{,cm,),fﬂcm H

N,

obr.12: kobalt bis(dikarbollid)-bis(ethylenoxid)alanin, (atomy uhliku ¢erné, boru
bile)upraveno podle [10]
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Velky duraz je kladen na vytvofeni karboranyl-aminokyseliny s volnou a-aminoskupinou,

ktera by umoznila zapojeni karboranu do rostouciho peptidového fetézce [3].

2.3.5 Interkalatory

Interkalatory jsou latky rizné chemické povahy, které se véleriuji mezi dvé molekuly nebo
skupiny molekul. Mohou se vazat také do zaviti dvousroubovice DNA. Vysledky studii
ukazaly, Ze nejlipofilngjsi latky byly cytotoxické a vazaly se prednostné do vnéjsi oblasti
DNA s malou pronikavosti do vnitinich oblasti. Nejhydrofiln€jsi latky (obr.13) mély nizsi
cytotoxicitu a vazaly se do vnitinich oblasti molekuly DNA. Tyto slouceniny v$ak nebyly

specifické pro rakovinné buriky [3].

C
+
C NH,CI
+
NH clI
NH, C!
-

obr.13: pfiklad struktury hydrofilniho interkalatoru, pievzato z [3]

2.3.6 Polyaminy

Polyaminy nesouci karborany (obr.14) byly jiZ posuzovény jako latky s moZznou vazbou na
DNA v in vitro studiich. Vykazuji vSak znacnou toxicitu. Ve snaze tomuto zabranit byly
piipraveny polyaminové derivaty karboranli nesouci skupiny podporujici rozpustnost

v polarnich rozpoustédlech, pfedevsim ve vod€. Takto upravené molekuly byly znaéné
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pfijimany nadorovymi buiikami na trovni srovnatelné s ostatnimi klinicky uZivanymi
latkami, ale pfitom v mensich koncentracich, a to 10-100 krat méné. Piidavkem substituentd
rozpustnych ve vodé sice klesla toxicita, ale také biodistribuce in vivo. Neni mozné takto

dostat do buné€k dostate¢né mnozstvi boru pro BNCT [3].

obr.14: karboranyl-polyamin, pfevzato z [3]

2.3.7 Protilatky

Hledani molekul, které se nachazi na povrchu rakovinnych bun¢k (nadorové antigeny) a
zaroven nejsou pfitomny u zdravych bunék, nebo jsou pfitomny v mensi mife, je velmi
dalezité pro vyvoj latek, které by specificky vyhledavaly nadorové burnky. Takovymi
slou¢eninami jsou protilatky a lé¢iva na n€ navazana tvofici tzv. imunokonjugaty. S napadem
navazat chemickou slou¢eninu obsahujici '°B na protilatku pfisel uz vroce 1952 Locher
[2,10]. Studie ukazaly, Ze mnozstvi potfebné pro BNCT je 10° atomu '°B, tj. pfiblizné 100
karboranovych kleci na molekulu protilatky [10]. Problémem k fe3eni je najit zpisob, jak
dostat takové mnozZstvi boru na molekulu protilaitky bez ztraty nadorové specifity
(imunoreaktivity) a bez omezeni dalSich fyzikalné-chemicko-strukturnich pozadavki na
molekuly protilatky [10].

Byly pfipraveny imunokonjugaty oligofosfatii (obr.15) bohatych na obsah boru s geneticky
vyvinutym anti-dansyl IgG imunoproteinem [24]. Aktivity oligofosfati byly zjistovany in
vitro a in vivo. Vysledky byly smiSené, u n¢kterych oligofosfatd zistala aktivita protilatek
zachovana, jinde se sniZila [3,24]. Obsah latky v organismu byl sledovan s pouzitim
radioaktivni znac¢ky. Ukazalo se, Ze vétSi ¢ast molekul imunokonjugatu byla po uréité dobé

pievazné v jatrech a ledvinach, ale nezanedbatelné mnozZstvi ziistalo v krevnim ob¢hu [3].
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obr.15: priklad struktury oligomerniho fosfodiesteru s closo-karboranem
(atomy uhliku ¢ern€, boru rizove), prevzato z [25]

Slouceniny s nido-karboranem se cilené zaclenily do jadra bunék, narozdil od closo obdoby,
ktera se vyskytovala i v cytoplazmé a v jadre [3]. Z téchto studii je patrno, Ze nido-karboranyl
oligomerni fosfodiester mizZe fungovat jako vhodny pienase¢, doru€ujici do bunééného jadra
terapeutické mnozstvi boru. Vyhodou je, Ze neovliviiuje bunéény rist in vitro [23].

Studie se zaméfenim na strukturni stabilitu protilatky nesouci karboranové klece potvrdila
odhady, Ze stabiln€j$i je navazani oligomerniho karboranového fetézce neZz mnoZstvi
jednotlivych kleci, které zpusobuji sraZeni protilatky. Neni jisté, zda je sraZeni zpisobeno
prostorovou zménou tvaru molekuly anebo sniZenou rozpustnosti vyvolanou karborany.
Maximalni pocet kleci, ktery neovlivni negativné strukturu protilatky ani nadorovou specifitu
je osm [2]. Pi pouziti nido klece namisto closo byla namétena pouze 10% specificka aktivita.
Vyhodou vazby oligomerniho fetézce je moznost zachovani ¢asti protilatky odkryté. Jinymi
slovy vazba proteinu s fetézcem zaujima minimalni plochu ve srovnani s vazbou jednotlivych
kleci obklopujicich molekulu protildtky ze vSech sméra [2]. Bylo vyvinuto né€kolik strategii
pouzivajicich rizné oligomery bohaté na obsah boéru jako napf. polylysiny, polyornitiny a
dextrany [26]. Jednim z puivodnich omezeni téchto oligomernich struktur bylo to, Ze tyto latky
nebyly stejnorodé a jednotlivé oddélené [2]. Hawthorne jako prvni pouZil mysSlenku
shromazdit sérii oddélenych peclivé syntetizovanych oligomernich fetézcti, z nichz kazdy nesl
v pruméru 200 atomu boru. Ke kazdému oligomeru byla pfipojena karboxylova skupina k
navazani na koncovou —NH, skupinu lysinu v molekule protilatky. Pfipojeni v priméru péti
takovych oligomert na jednu molekulu protilatky poskytlo potfebné mnoZstvi boru (10%) pro
BNCT a navic nebyla vyrazné ovlivnéna struktura protilatky jako v pfipadé navazani
mnoZstvi malych karboranovych kleci [2]. Bylo zji§téno, Ze nelze vytvofit peptid o dostate¢né
délce, pokud je pro syntézu pouzita aminokyselina nesouci nido-karboran. S pouzitim
aminokyseliny nesouci closo-karboran to mozZné je. Vysledny ,.closo-peptid* je aZ poté

pifeménén na stabilnéjsi ,,nido-peptid” [2]. Nicméné vSechny zminéné oligomery ovliviiovaly
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distribuci, zvySovaly piijem a odbouravani jatry a sniZovaly dodani do nadorové tkané, jako
tomu bylo i v pfipad€ pouziti jednotlivych malych karboranovych kleci. Proto byla uméle
vyvinuta bispecificka protilatka (obr.16), kterd se samovolné€ vaZze na nadorovy antigen i na
oligomer. Bispecificka protilatka se nejdfive naofkuje do organismu, kde se navaze na
antigen nadorové buriky. Po dosazeni maximalniho ,,0znaceni* nadoru protilatkou a vy¢isténi
krevniho fe¢isté je podan oligomer - nosi¢ boru. Nasledna vazba na volné rameno protilatky
pFivazané na povrchu rakovinné buiiky umozni doruéeni terapeutického mnozstvi boru (10°)

do nadorové tkané [2].

.d . L
giti;’:]vy \ nido-karboran ‘a |
> ::
| V o
N\ - \ /W)
oligomerni

nosic
béru

-----

pfednavazana /
dvouramenna
protilatka

obr.16: bispecificka protilatka, upraveno podle

[2]

2.3.8LDL

LDL je lipoprotein nizké hustoty. Nadorova burika se od svého normalniho prot&jsku lisi
tim, Ze tohoto lipoproteinu vice vyuzivd. LDL tvoii vacky slozené z fosfolipidi a
cholesterolu. Nadorova burika potiebuje cholesterol na stavbu membran. Receptor pro LDL
je umistén na povrchu nadorové bunky. Princip pouziti LDL v terapii spo€iva v tom, Ze tyto
utvary mohou pfenaset nosic¢e boru podobnych fyzikalné-chemickych vlastnosti jako je jejich
béZny obsah (estery cholesterolu a glycerolu). LDL se navaZze na svij receptor, a tak se bor

dostane do bezprosttedni blizkosti rakovinné buiiky [10].

2.3.9 Klosomery

Klosomery jsou latky vznikajici substituci polyhydroxy derivati closo-boranti nebo closo-

karborani dvandcti substituenty. Vznik4 tak pseudosféricky utvar (obr.17), ktery neobsahuje
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zadné B-H vazby a navenek se projevuje jako organickda molekula se specifickymi
vlastnostmi. Obsah boru v klosomerech ptitom miZe byt aZ 40 hm. % [3]. Klosomery mohou
pomémné snadno piechdzet na pfisluiné nido-formy. Pro BNCT jsou velice slibné, diky
vysoké koncentraci boru a protoZze mohou byt vyuZity k ptipravé nanocastic od velikosti micel
aZ po velikost liposomu [27]. V soucasné dobé probiha vyzkum klosomeri (Hawthornova

skupina) a konkrétni vysledky zatim nebyly publikovany.

obr.17: piiklad struktury klosomeru
(atomy boru Zluté a zelené, uhliku cerné, kysliku Cervené), pfevzato z [28]

2.3.10 Liposomy

Liposomy jsou vackovité utvary, které jsou bézné pfitomny v organismech. Membranu tvofi
fosfolipidy, které obklopuji vodné jadro. Vyhodou je, Ze mohou pfenaset hydrofobni sodné
soli polyhedralnich boranovych aniontt stejné¢ jako lipofilni latky (obr.18), a to uvnitf vacku i
zabudované ve fosfolipidové dvojvrstvé [10]. Maji vhodnou velikost a stabilitu [29]. Do
nadorové buriky doru¢i pomémeé velké mnozZstvi latky i skrz nezralé a nepevné Zily a cévky,

které se typicky vyskytuji v okoli rostouciho nadoru [3].

obr.18: ptiklad struktury lipofilniho fetézce uréeného pro zabudovani
membrany liposomu, pfevzato z [30]
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Problém je s urenim rakovinovych buné€k jako cilovych bunék pro liposomy. Liposomy
proto musi byt navazany polyethylenovym fetézcem na biomolekulu s nadorovou specifitou,
napf. kyselinu listovou, epidermalni ristovy faktor, protilatku [10]. Byla zjisténa schopnost
malych liposomi, obsahujicich sadu riiznych polyhedralnich boranovych anionti ve vodném
prostiedi, dorucit redlné mnozZstvi boru do nadorové tkan€. Pokus odhalil znaénou selektivitu.
(pomér nador:krev byl 5:1) [3]. Téz byly pfipraveny liposomy pro BNCT slozené
z distearoylfosfatidyl cholinu, cholesterolu a nido-karboranu [nido-7-CH3(CH,)s5-7,8-
C,BoH,1]. Pritomnost cholesterolu v lipidové dvojvrstvé zvySila maximalni dosazitelny

ptijem boru v porovnani s liposomy, které nesly pouze boranové soli ve vodném roztoku [27].

2.4 Protinadorova aktivita karboranu

Po objeveni protinddorové aktivity cisplatiny se vyzkum zaméfil na dal§i mozné

organokovové slouceniny (obr.19) [10].

obr.19: ptiklad struktury organokovové slouceniny,
(atomy uhliku ¢erné, boru rizove, vazby B-CH; Zluté), ptevzato z [31]

Byly provedeny testy in vitro s lidskymi nadorovymi builkami a bylo zjisténo, Ze fada
vyvinutych organokovovych slou¢enin ma protinadorové Géinky. Jednou ze skupiny téchto
latek jsou i karborany obsahujici kovové ionty — tzv. metalokarborany. Nejslibnéjsim
zastupcem je latka odvozena od karboranu, ktery je v komplexu s cinem. Atom cinu mize byt
pfipojen pfimo na uhlik ¢i bor karboranu, nebo pomoci fetézce CO,, CH,CO,. Vznika tak
mnoZstvi struktur, které maji rizné vlastnosti a li§i se v cytotoxicité. Jejich mozZna
protinadorové aktivita je srovnatelna s cisplatinou nebo doxorubicinem, latkami branicimi

replikaci DNA, pouzivanymi v chemoterapii [3,10]. Latka s nazvem trifenylstannat (obr.20)
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ma protinadorovy uéinek proti sedmi z osmi lidskych rakovinnych bunék, pouzitych v in vitro

studii. Mimo to ale vykazuje vysokou cytotoxicitu [10].

obr.20: trifenylstannat, (atomy uhliku ¢ern&, boru bile), upraveno podle [10]

Kromé cinu byly pouZity i jiné atomy kovi, jako platina, niob, tantal, ¢i Zelezo [10].
Vsechny zkoumané slouceniny mély protinadorovou aktivitu a byly vice ¢i méné toxické.
Mechanismus u¢inku bunééné smrti neni pfesné znam, ale je pravdépodobné, Ze jde o blokaci
replikace v dusledku vytvofeni komplexu DNA a zkoumané latky nebo komplexu DNA a
¢asti zkoumané latky [3,10].

2.5 Cilena radionuklidova terapie

Radionuklidova terapie je 1é¢ba zaloZena na cileném dopraveni radionuklidu do uréeného
mista nebo pobliz . Hlavnim diivodem je vysoka toxicita radionuklidu pro organismus [10].
Cilovymi burikami jsou buiiky rakovinné, které se vyznaéuji zvySenym vyskytem uréitych
antigeni nebo receptori pro regula¢ni peptidy. Proto jako prenaSe¢e molekul nesoucich
radionuklidy slouZi protilatky nebo malé peptidy, napf. epidermalni rustovy faktor (EGF)
[2,10].

Klece karboranii mohou byt snadno oznaceny riznymi radionuklidy (napf. jodem, astatem,
tritiem, kobaltem) [10,2]. Vznikajici molekuly jsou stabilni, ale ty znich, které nesou
radioizotop kovu se vaZou na transferin, a pfitom p¥ichazeji o svij radionuklid. Tento problém
byl vyfeSen vytvofenim vysoce stabilniho systému karboranovych kleci spojenych pyrazolem,
tato je latka oznaCovana jako VFC (obr.21) [10,2]. Na pyrazolovém kruhu je navic

karboxylova skupina, ktera slouzi k navazani na molekulu protilatky. Radioaktivni nuklid je
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navazan na stabilnim VFC komplexu (nebo jiném karboranu), ktery je pfipojen pomoci
karboxylové skupiny pyrazolu k molekule protilatky. Vazba protilatky na odpovidajici
receptor zajisti dopraveni toxického radionuklidu do mista uréeni [10]. Vyhodou této terapie
oproti BNCT je daleko mens$i potfebna koncentrace radionuklidd v nddorové tkani a s tim
spojena mensi zména ve struktuie pfenasecové protilatky, kterd neztraci nadorovou specifitu,

jako v ptipadé BNCT [10].

- CUHIED
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obr.21: VFC (z ang. venus flytrap complex) — molekula je sloZzena ze dvou
dikarbollidovych zbytki spojenych pyrazolem s navazanou karboxylovou skupinou,
(atomy uhliku ¢erné. boru bile). unraveno podle [101

Pouziti epidermalniho ristového faktoru (EGF) jako pfenasece je vyhodné, protoZe EGF se
specificky vaze na svij receptor - transmembranovy glykoprotein s tyrosin kinazovou
aktivitou. Tento receptor byl na nadorovych buiikich zjistén ve zvy$eném mnoZstvi oproti
buitkam zdravé tkan€. Byl vytvoten napt. komplex nido-karboranu s EGF nesouci radionuklid
astatu *''At s kratkym polo¢asem Zivota, tento komplex viak nebyl pfilis stabilni. Slibnym se
v souCasnosti jevi pouZiti dextranu jako spoje mezi radionuklidovym nosi¢em a EGF.
Predpoklada se, Ze dextran spolu s karboranovym nosi¢em radionuklidu ztstanou zalenény
uvnitt buiiky zatimco peptidova ¢ast komplexu, tedy molekula EGF, bude enzymaticky
odstranéna [2].

2.6 Karborany jako farmakofory

2.6.1 Agonisti a antagonisti estrogenu

Estrogeny jsou spojovany s rakovinou prsu, proto ovlivnéni jejich u¢inku na nadorovou tkan

je jednim z mechanismid hormonalniho potlateni nddorového ristu. Karborany byly pouzity
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jako zaklad ke konstrukci silnych agonistd a antagonistl, latek aktivujicich resp. tlumicich
cilové geny, estrogenovych receptort [32]. Estrogenovy receptor patii mezi jaderné receptory
nachazejici se v cytosolu nebo na jadfe buiiky. Vysoka estrogenova afinita je zplisobena
fenolovym kruhem a knému pfilehlou vhodnou hydrofobni skupinou a spravnym
rozmisténim vodikovych vazeb [3,33]. Derivaty karboranovych kleci mohou byt na misté C a
D kruhil v 17-B-estradiolu (jednoho ze tii estrogenovych hormoni, agonisty estrogenového

receptoru, obr.22), které hraji diileZitou roli ve vazbé steroidu na receptor [3].

HO
obr.22: 17-B-estradiol, upraveno podle [34]

Jako mozné substituenty molekuly 17-B-estradiolu byly nejdfive navrZzeny p-
karboranylfenoly. Doposud byla pfipravena série osmi karboranovych derivati obsahujicich
fenolové substituenty (obr.23). Pozice vazby mezi fenolem a karboranem a vybér
karboranového izomeru byly obménovany. Vysledkem bylo mnoZstvi struktur, které se liily
aktivitou vici estrogenovému receptoru, n€které byly efektivnéj$i nez 17-B-estradiol [3, 33,

34].

obr.23: série karboranyl-fenolti, ptevzato z [35]

Kromé p-karboranylfenolti byly pfipraveny dalsi latky, které se odliSovaly v pfidanych
funkénich skupinach na zbyvajicich CH- skupinach karborani.. Nejaktivnéj§im zastupcem
agonistii byl 1-hydroxymethyl-12-(4-hyrdoxyfenyl)-1,12-dikarba-closo-dekarboran (obr.24),
ktery byl aktivnéj$i nez 17-B-estradiol [36].
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obr.24: 1-hydroxymethyl-12-(4-hyrdoxyfenyl)-1,12-dikarba-closo-dekarboran, upraveno
podle [36]

Skutecnost, Ze karboranové derivaty byly u€innéjsi nez 4-alkylfenoly a 4-cykloalkylfenoly,
potvrzuje, Ze hydrofobni karboranové jadro hraje dilezitou roli ve zprostiedkovani vysoké
vazebné afinity k receptoru. Tak byla ukdzana dal3i vyhoda pouzivani karboranu p#i vyvoji
léciv [3,33].

Antagonisti estrogenovych receptort jsou v mediciné hojné vyuZivani pii 1é¢bé nadora prsu
zavislych na vyplaveni hormoni [3,45]. Podobné jako u agonisti byla pfipravena série
karboranovych analogli steroidovych antiestrogeni. Nejvice inhiboval ortho-karboranovy

derivat (obr.25) [36].
(HaCpNCHyCH20

HO
obr.25: 1-((4-oxyethylendimethylamin)fenyl)-2-(4-hydroxyfenyl)
-1,2-dikarba-closo-dekarboran, pievzato z [34]

Pro budouci mozné vyuziti v klinické praxi je potieba upfesnit dosavadni udaje o vazbé na

receptor, ktera je ovlivnéna napf. kyselosti karboranylfenoli [33].
2.6.2 Retinoidy

Kyselina retinovd ma Siroké biologické vyuziti. Je dulezitd pfi bunééném diferenciaci a
ristu. Analogy kyseliny retinové jsou zajimavymi prostfedky pouZivanymi hlavné

v dermatologii a onkologii. Kyselina retinova (obr.26) se vaZe na své jaderné receptory RARs

(retinoid acid receptors). Ovlivnéni téchto receptori ma mnohé biologické uZiti.
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obr.26: kyselina retinova, ptevzato z [28]

Nedavné studie prokazaly, Ze pro dostateénou afinitu k RAR je nutna piitomnost zbytku
karboxylové skupiny a hydrofobni skupiny (napf. retinobenzoova kyselina). Je znamo, zZe
zavedeni objemnych hydrofobnich skupin do retinobenzoové kyseliny vede k antagonické
aktivité [3,37,38]. Byla pfipravena skupina retinobenzoovych derivati obsahujicich amidové
a aminové jadro nesouci ortho-karboranové substituenty [3,37]. N&které ze studovanych
derivati vykazovaly antagonickou aktivitu, ale Zadnou agonickou aktivitu, dokonce ani
v pfitomnosti silného synergisty (silné spolupisobici latky). Jiné byly uplné neaktivni.
Antagonicky uéinek je zpusoben zavedenim objemné hydrofobni skupiny na spravné misto
molekuly agonisty, ktera vyvola zménu v uspofadani komplexu receptor-ligand [37]. Nejvétsi

antagonicky u¢inek méla latka na obr. 27 [38].

CH; CHs

obr.27: antagonista RAR, pievzato z [38]

Antagonicky u¢inek mely také rtzné derivaty benzoové kyseliny substituované
polymethylkarborany (obr.28). Tento u¢inek byl také ve smyslu inhibice mechanismu
molekuly agonisty [37].

COOH

obr.28: piiklad struktury derivatu polymethylkarboranu , ptevzato z [37]
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Pouziti karboranii jako hydrofobnich substituentti molekul agonistii retinového receptoru
RAR nebo substituenti nékterych jinych latek, nesouvisejicich sRARs, vede
k antagonickému u¢inku vét§imu neZ s pouZitim méné hydrofobnich skupin. Biologické
vlastnosti téchto latek, selektivita k receptoru a vztah mezi strukturou a aktivitou jsou

predmétem zkoumani [38].

2.6.3 Modulitory protein kinazy C (PKC)

Protein kinaza C je enzym, ktery katalyzuje ptfenos fosfatové skupiny z ATP na zbytky
tyrosinu proteinu, ¢imZ ho aktivuje. Inhibice PKC podpofi zanik nadorové buiiky [39].
Karboranové derivaty byly studovany jako moZné modulatory protein kinasy C [3]. Latky
podporyjici aktivitu PKC kompetitivni vazbou na enzym maji zékladni strukturu odvozenou
od benzolaktamového cyklu. Velikost a pozice hydrofobniho zbytku na benzolaktamové
kostre je ur€ujici pro aktivitu [40]. Byly syntetizovany benzolaktamy s karborany, jako slibné
inhibitory PKC. Klec karboranu je v pozici ¢.9 na benzenovém kruhu benzolaktamového
jadra (obr.29) [1,40]. Biologicka aktivita byla zkoumana in vivo. Latka na obr.29 je dobrym
inhibitorem PKC s hodnotou inhibi¢ni konstanty K; 2,0 nM [40].

obr.29: inihibitor PKC, upraveno podle [40]

2.7 Inhibice HIV proteazy

2.7.1 HIV-1 proteaza (HIV PR)

HIV-1 protedza je enzym uplatilyjici se pfi upravach polyproteinti vzniklych piepisem
virové mRNA. Pokud je aktivita této protedazy blokovana, z nezralého virionu nevznikne

infek¢&ni virova Castice (obr.30) [41]. Inhibitory HIV PR jsou tedy G¢innymi virostatiky.
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obr.30: 1 - nezrala ¢astice, 2- zraly virus HIV, upraveno podle [42]

HIV PR je aspartatova proteaza (jako napf. pepsin, chymosin, renin ) V aktivnim centru ma
triadu Asp-Thr-Gly. Aspartat se pfimo ucastni hydrolyzy peptidové vazby. HIV proteaza je
dimer obsahujici dvé identické, nekovalentné vazané podjednotky (obr.31). Kazda z nich je

sloZena z 99 aminokyselin [41].

obr.31: model struktury HIV-1 PR proteazy, ptevzato z [43]

Zminéna triadda aminokyselin Asp-Thr-Gly je ve smyc¢ce na dné€ dutiny pro substrat. Cela
struktura je stabilizovana vodikovymi vazbami. Mimo vodikovych vazeb ma i dalsi zajimavy
stabiliza¢ni prvek, a to tzv. ,,pozarnicky chvat“ (z angl. fireman’s grip). Hydroxylova skupina
threoninu triady tvofi vodikovou vazbu s dusikovym atomem threoninu v protilehlé smy¢ce

[44.45].
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2.7.2 Inhibice tetrafenylporfyriny

V literatufe je zminka o inhibici HIV proteazy porfyriny nesoucimi karborany [46].
Tetrafenylporfyriny s navazanymi kobalt(III) bis(dikarbollidy) — jednim (PB1) nebo &tyfmi
(PB4) (obr.32) jsou prvnimi publikovanymi nekompetitivni inhibitory HIV proteazy
zaloZzenymi na karboranovém skeletu. Pritomnost vét§iho poctu dikarbollidd zvySuje inhibici

vii¢i HIV PR. Oba typy se vazi jak na volny enzym, tak na komplex enzym-substrat [46].

PB4: R;=R,=R;=R,= I PB1: R;=R,=Ry= H, R¢=ll

obr.32: | - struktura tetrafenylporfyrinu a
Il — substituentii slouc¢enin PB1 a PB4, pfevzato z [46]

Skupina Jana Konvalinky, na UOCHB AV CR zkoumala metalokarborany coby inhibitory
HIV PR [47].

2.7.3 Inhibice metalokarborany
Ikosahedralni borany, kovové bis(dikarbollidy) tvarem p¥ipominaji bursky ofech (obr.33).

Jsou sloZeny ze dvou dikarbollidovych kleci mezi nimiZz je umistén stfedovy kovovy atom.

Jsou vysoce stabilni, hydrofobni, jejich elektrony jsou rovnomeérné rozprostfeny. Jsou

wewvr
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obr.33: bis(dikarbollid) kovu (modfe atom kovu), pievzato z [47]

Bylo prozkoumano mnozZstvi struktur kobalt(III) bis(dikarbollidfi), n€které z nich jsou
v tab.1. Kromé mechanismu inhibice, ICsy a inhibi¢nich konstant K; inhibitorG byla méfena
také specifita a protivirova aktivita [47]. Bylo zjiSténo, Ze jemné rozdily ve struktufe vyrazné
ovlivilyji vazbu v enzymu. Nejefektivnéj$im inhibitorem byla latka €. 6 s hodnotou K; 2,2 nM
a ECsp 0,25 pM (viz tab.1).

tab. 1.struktury a aktivity metalokarboranovych inhibitori, pfevzato z [47]

Compound Molecular weight
no. Structure of anion Ki, nM ECso, uM
<
&l
1 ﬁ'P ' 323.74 66 = 30 6
%

2 HO_@ 339.74 6,800 = 500 20

427.85 2,500 = 400 6
. o @l
D G SRe b u. Y
4 (T 624.09 20=5 13
A4
)
5 H g 837.71 49+ 2.1 3

893.82 22+12 0.25

27



Zajimavym bylo zjisténi zpisobu vazby do enzymové dutiny. Byla objasnéna struktura
zakladni slouceniny €.1 (tab.1). Z ni vyplyva, ze dvé molekuly tohoto metalokarboranu se
vazi do vazebné dutiny dimermni HIV proteazy. Enzymova dutina se navazanim kobalt(III)
bis(dikarbollidu) zcela neuzavira, jako je tomu pii vazbé klinicky pouzivanych inhibitord.

Chlopné enzymu zUstavaji z ¢asti pooteviené (obr.34)[47].

obr.34: struktura HIV PR komplexu s dvémi molekulami latky ¢.1(Cb1,Cb2), pfevzato z [47]

Testované inhibitory téméF neinhibuji ostatni testované protedzy a amylazu [47]. Hlavni
interakci mezi karboranem a biomolekulou je vytvofeni neobvyklych tzv. proton-hydridovych
vodikovych vazeb (dvouvodikovych vazeb), mezi nimiZ je kratka vzdalenost. Karborany tvofi
dvouvodikové vazby s biomolekulami pfevazn€é ze strany protilehlé atomim uhliku [48].
Vodikové vazby se vyskytuji mezi pozitivné nabitym atomem vodiku ve vazbach typu NH-,
OH-, SH- a negativné nabitym atomem vodiku navazaném na akceptor protonti typu BH-.
Stabilizace vazby H-H (obr.35) je ddna hlavné elektrostatickou interakci mezi opacné

nabitymi vodiky [48].

‘“ 1y

H———vy

obr.35: dvouvodikova vazba, 6 - uhel B-H..H,
v - thel Y-H..H, dyy — délka vazby, ptevzato z [48]
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3 Cil prace

Metalokarborany, mezi které se fadi i GB-128 (obr.36), mohou byt slibnymi inhibitory HIV
proteazy. Rizné strukturni uspofadani molekul karborand, jako napf. pocet kleci, mnozstvi a
druh bocnich fetézci ovlivituje mechanismus inhibice enzymové reakce. Cilem praktické ¢asti
je enzymologicka charakterizace inhibitoru HIV proteazy
GB-128, stanoveni hodnoty ICso a mechanismu inhibice.

obr.35: chemicka struktura inhibitoru GB-128:

4 Prakticka cast

4.1 MATERIALY

Pro spektrofotometrickd méfeni byl pouZit spektrofotometr UNICAM UV 500 (Cambridge,
UK). Inhibitor GB-128 (Cigler P., UOCHB AV CR, ICT) byl zkoumén s pomoci enzymu
wildtype HIV proteazy (Kozisek M., Pokorna J., UOCHB AV CR). Byl pouzit synteticky
substrat enzymu HIV proteiazy KARVNIe*NphEANIeNH, (Blechova M., UOCHB AV CR).

4.2 METODY
K popisu kazdého inhibitoru daného enzymu patii ICsp a mechanismus inhibice. Tyto udaje

kvantifikuji moznosti inhibice enzymu a umoZziuji jeho porovnani s jinymi inhibitory.

Schéma enzymové reakce v piitomnosti inhibitoru je uvedeno na obr.36.
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obr.36 : rovnovazné reak¢ni schéma enzymové reakce v pfitomnosti inhibitoru, E-enzym,
S-substrat, I-inhibitor, K- Michaelisova konstanta, K;'*-inhibi¢ni konstanty, kca —

katalyticka konstanta pfemény ES, ES komplex enzym-substrat, upraveno podle [49]

Hodnota ICsyp udavéa koncentraci inhibitoru potfebnou k dosaZeni 50% inhibice. Cim je
hodnota ICso mensi, tim je inhibitor silnéjsi.

ICsp se uruje proméfenim vlivu inhibitoru na rychlost enzymové reakce pti konstantni
koncentraci substritu a enzymu. Stanovuje se z grafu zavislosti relativni rychlosti na

koncentraci inhibitoru (graf 1).
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graf 1: zavislost relativni rychlosti na koncentraci inhibitoru, znazornéno je ode¢teni

hodnoty ICsy, pfevzato z [49]

K uréeni mechanismu inhibice se pouziva graf Lineweavera a Burka (graf 2), ve kterém je
vynesena prevracend hodnota rychlosti reakce jako funkce pievracené hodnoty koncentrace

substratu. Méfeni se provadi pii n€kolika riiznych koncentraci inhibitoru.
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graf 2: grafické vyneseni rychlosti reakce jako funkce koncentrace substratu

dle Lineweaver-Burka

Inhibitor miiZe byt kompetitivni, nekompetitivni a akompetitivni v zavislosti na K;' a K;*

(graf 3)
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graf 3: Lineweaver-Burkuv graf pro (zleva doprava): kompetitivni, nekompetitivni,

akompetitivni inhibici

Kompetitivni inhibitor soutézi o vazebné misto enzymu se substratem. Hodnota Ki? je velka,
inhibitor se nevaZe na komplex enzym-substrat. K;' popisuje vazbu inhibitoru na enzym.
V pfitomnosti kompetitivniho inhibitoru roste hodnota K, ale V.« se neméni.

Pro nekompetitivni inhibitor jsou hodnoty K;' a K; stejné, inhibitor se tedy vaZe stejné na
volny enzym i1 na komplex enzym-substrat. Nekompetitivni inhibitor tak nesoutézi se
substratem o vazebné misto enzymu. V pfitomnosti takového inhibitoru klesa Vo a Ky, je
konstantni.

Akompetitivni inhibitor se vaZe jen na komplex enzym-substrat. Pro tento typ inhibice je
rozhodujici konstantou K%, protoze hodnota K;' je vysoka. Piitomnost tohoto inhibitoru

zpusobuje pokles obou konstant V. 1 Ky, ale obé€ hodnoty klesaji ve stejném poméru.
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ICso byla uréena spektrofotometrickym méfenim na spektrofotometru UNICAM UVS500.
Byl pouzit synteticky chromogenni substrat HIV-1 protedzy (KARVNIe*NphEANIeNH;),

ktery je $t€pen mezi norleucinem a nitrofenylalaninem.

Pokles absorbance v ase po rozstépeni vazby (ktery je pfimo umérny poklesu rychlosti
reakce v ¢ase) byl méfen pfi vinové délce 305 nm. Grafické vyneseni relativni rychlosti

v zavislosti na koncentraci inhibitoru bylo pouZito k ur€eni konstanty ICsy.

4.2.1 URCENI ICs,
pufr: 0,1 M octan sodny, 0,3 M NaCl, pH 4,7

Zména absorbance v ¢ase byla métena pii vinové délce 305 nm a teploté 37°C v kyveté o
délce hrany lcm. Celkovy objem reak¢éni smési byl 1 ml. Koncentrace enzymu byla
konstantni (9 nM). Koncentrace substratu byla konstantni blizka hodnoté¢ K, 15 uM [50].
Inhibitor byl rozpustén v DMSO, jehoz celkova koncentrace ve vysledné smési nepfesahla
2,5%. DMSO v mnozstvi vét§im nez 2,5% inhibuje HIV-protedzu. Inhibitor a protedza byly
spoleéné po jednu minutu preinkubovany v pufru, poté byla reakce zahdjena ptidavkem
substratu.

Kiivka byla proméfena pro 12 riznych koncentraci inhibitoru (od 0 nM do 900 nM). Byla
spoCitana relativni rychlost: pomér rychlosti inhibované reakce ku rychlosti neinhibované
reakce v;/ v,. Hodnota ICsy byla urena ze zavislosti relativni rychlosti inhibované reakce na

koncentraci inhibitoru (graf 4).

4.2.2 URCENI MECHANISMU INHIBICE
pufr: 0,1 M octan sodny, 0,3 M NaCl, pH 4,7

Zmeéna absorbance v ¢ase byla méfena pii vinové délce 305 nm a teploté 37°C v kyveté o
délce hrany lcm v celkovém objemu reakéni smési 1 ml. Koncentrace HIV-proteazy byla
konstantni (9 nM). Zavislost vy na [S] byla proméfena pro tii koncentrace inhibitoru: 0 nm,
100 nm, 200 nm. Koncentrace substratu se pohybovala v rozmezi od 3,2 uM do 41,6 uM.
Inhibitor a proteaza byly spoleéné po jednu minutu preinkubovény v pufru, poté byla reakce
zahdjena ptidavkem substratu.

Z naméfenych hodnot byl vynesen graf dle Lineweavera-Burka pro tii koncentrace
inhibitoru (graf 5).
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4.3 VYSLEDKY

4.3.1 ICs

Ze ziskanych dat byl vytvofen graf zavislosti relativni rychlosti na koncentraci inhibitoru.
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graf 4 : zavislost relativni rychlosti na koncentraci GB-128

Hodnota ICsy byla uréena pomoci programu software Graphit 5.0.4 (Erithacus Software

Ltd. UK). Zji$t€na hodnota konstanty ICso byla 290 £+ 30 nM.

4.3.2 MECHANISMUS INHIBICE

200 nM GB-128

100 nMGB-128

1v] [10%s]

0 nMGB-128

-0,15 -0,05 0,05 0,15 0,‘25 035
1/[S] [.10° M)

graf 5: graf Lineweaver-Burka pro tfi koncentrace GB-128: 0 nM, 100 nM, 200 nM
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Z grafu je vidét, Zze hodnota Michaelisovy konstanty se neméni. S pfidavkem inhibitoru
roste 1/Vmax, ztoho plyne, Ze maximalni rychlost klesd. Uvedené zavislosti odpovidaji

nekompetitivnimu mechanismu inhibice. GB-128 je nekompetitivnim inhibitorem.

5 Zavér

Karborany jsou molekuly slozené s uhliku, boru a vodiku. Vytvafi stabilni prostorovou
strukturu zajimavych fyzikalné-chemickych vlastnosti. Jsou to latky synteticky dostupné
s moZnosti Cetnych obmén. V poslednich desitkdch let se vyzkum zamétil na vyuZiti
karborani v biomediciné. Tyto latky nalézaji uplatnéni v borové neutronové ziachytové
terapii, radioimunologii, do budoucna se jevi jako slibné farmakofory a latky
s protinadorovym u¢inkem, podobné jako napt. cisplatina. V nedavné dobé se zacaly zkoumat
jako mozné inhibitory proteazy viru HIV. V tomto sméru jsou vyvijeny mnohé struktury,
nebot’ se zjistilo, Ze i jemné rozdily ve stavbé molekuly maji rozhodujici vliv na inhibici. Diky
vazb¢ téchto latek na enzym HIV PR bylo objeveno zcela nové uspofadani chlopni proteazy,
ve kterém se oproti béZné uznavanému modelu nezaviraji chlopné Gpin€. Uvedeny GB-128 je
slibnym nekompetitivnim inhibitorem HIV PR s ICso = 290 * 30 nM. Dalsi studie jsou nutné
k vylepSeni vazby a vlastnosti budoucich efektivnéjsich inhibitord HIV PR.
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7 Seznam zkratek

tfipismenné a jednopismenné koédy aminokyselin

A | Ala | alanin M | Met | methionin
C | Cys | cystein N | Asn | asparagin
D | Asp | asparagovéa kyselina | P | Pro | prolin

E | Glu | glutamové kyselina | Q | Gln | glutamin
F | Phe | fenylalanin R | Arg | arginin

G | Gly | glycin S | Ser | serin

H | His | histidin T | Thr | threonin

I |Ile |isoleucin V | Val | valin

K [ Lys | lysin W | Trp | tryptofan
L | Leu | leucin Y | Tyr | tyrosin

BNCT — borova neutronova zachytova terapie

BSH - thio-closo-dodekaborat sodny

DMSO- dimethylsulfoxid

E - enzym

ECso — molarni koncentrace inhibitoru potfebna k dosazeni 50% maximalni odezvy

EGF — epidermalni ristovy faktor

ER — estrogenovy receptor

ICso — in vitro koncentrace inhibitoru, pfi které klesa maximalni rychlost enzymové reakce na
50%

HIV — Human Imunodeficiency Virus

HIV PR - proteaza viru HIV

HPLC - vysokou¢inna kapalinova chromatografie

[-inhibitor

IUPAC — mezinarodni unie pro ¢istou a uZitou chemii

K;-inhibi¢ni konstanta

Kwm - Michaelisova konstanta

L-BPA - L-p- dihydroxyborylfenylalanin

LDL - lipoprotein nizké hustoty

MRI - zobrazeni magnetickou rezonanci

m, i, nM — mili, mikro, nanomolarni

mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina

PDT - fotodynamicka nadorova terapie

PET - a pozitronova emisni tomografie

RAR - retinovy receptor
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S — substrat

SPECT - jednofotonova emisni pocitatova tomografie

UV — ultrafialové spektrum

Vi, Vo - rychlost inhibované enzymové reakce, resp. poc¢atecni rychlost neinhibované
enzymové reakce

Vmax — maximalni rychlost enzymové reakce

VFC — z ang. venus flytrap complex

wt — wild type
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Svoluji k zapijéeni této prace pro studijni uéely a prosim, aby byla fadné¢ vedena evidence

vypujcovatelti.

Jméno a pfijmeni

s adresou Cislo OP Datum vypujceni Poznamka
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