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Inhibitory HIV proteasy obsahujici substituované boranové,
karboranové nebo metallakarboranové klastry s podtem atomi
boru v kazdém individualnim klastru 6 aZ 12, kde naboj
kaZdého individualniho boranového, karboranového nebo
metallakarboranového klastru je 0, -1 nebo -2, boranové
karboranové, nebo metallakarboranové klastry jsou periferné
substituovéany skupinami zvySujicimi interakéni energii mezi
HIV proteasou a inhibitorem, pfi¢emZ po&et boranovych,
karboranovych nebo metallakarboranovych klastr v molekule
inhibitoru je 1 aZ 9, pfi¢emZ karboranové klastry v
metallakarboranovych inhibitorech jsou koordinovany na atom
prechodného kovu, vybraného ze skupiny tvofené Co, Fe, Ni a
Ru, a jejich vyuZiti, a to jak in vitro, tak in vivo. Zavedeni
derivéti klastrovych slouenin boru jako nového strukturniho
prvku ptina¥{ inhibi¢n{ vlastnosti pro HIV proteasu a jeji
mutanty, které jsou rezistentn{ vi&i jinym inhibitortim, Nizk4a
toxicita, stabilita a biokompaktibilita, spolu s vysokou
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Nové inhibitory HIV proteasy

Oblast techniky:

Vynalez se tyka novych inhibitora HIV proteasy a jejich vyuZiti, a to jak in vitro tak in
vivo. ‘

Dosavadni stav techniky

Virus lidské imunodeficience (HIV) by! identifikovan jako etiologické agens AIDS
nezavisle v PafiZi a Washingtonu (Barre Sinoussi, F., Chermann, J., Rey, J.,
Nugerye, R., Chamaret, M., Gruest, S., Danget, J., Axler-Blin, C., Rouzioux, F.,
Rosenbaum, C., Montagnier, L. (1983) Science 220, 868-871; Popovic, M.,
Sarngadharan, M.G., Read, E., Gallo, R.C. (1984) Science 224, 497-500). Usili
poslednich 18 let vyvinout uginna virostatika proti AIDS vedlo k objeveni fady 1éka,
které vyrazné napomohly v Ié&eni této nemoci. Pfesto se stale nedafi dostat nemoc
pod kontrolu a zastavit jeji Sifeni. AIDS tak z(stava vaznym celosvétovym
problémem. Zvlasté v rozvojovych zemich a zejmena v centralni Africe dosahuje
epidemie katastrofickych rozmérli ohroZujicich samu podstatu existence narodl a
spole€nosti.

Virus lidské imunodeficience (HIV) patfi do rodu Lentivirus z &eledi Retroviridae. Do
teto Celedi patii viry, které obsahuji diploidni RNA genom a replikuji se pomoci
reversni transkriptasy. Retroviry se dale déli do tfi rodd: onkoviry, lentiviry a
spumaviry (Gelderblom, H.R., Marx, P.A., Ozel, M., Gheysen, D., Munn, R.J., Joy,
K.l., Pauli, G. (1991) AIDS 5, 159-180). Rod Lentivirus zahrnuje viry, které zpUsobuji
pomala chronicka onemocnéni. Nejvyznamnéjsimi zastupci jsou HIV-1, HIV-2 (dale
uvadeéné pod shrnujici zkratkou HIV) a opigi lentivirus SIV.

Zraly virion HIV je sféricka ¢astice o priméru pfiblizng 100 az 110 nm. Virové jadro
obalené kapsidovym proteinem sestava ze dvou kopii genomoveé jednovlaknové
RNA, nukleokapsidovych proteinil (NC) a virovych enzymu reverzni transkriptasy
(RT), integrasy (IN) a proteasy (PR). Povrchovy obal je tvoien fosfolipidovou
membranou pochazejici z hostitelské bufiky. Z obalu vyénivaji knoflitkovité atvary
slozené ze tii molekul glykosylovaného povrchového proteinu SU, které jsou volné
zakotveny do transmembranového proteinu TM (Gelderblom, H.R., Marx, P.A., Ozel,
M., Gheysen, D., Munn, R.J., Joy, K.I., Pauli, G. (1991) AIDS 5, 159-180).
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HIV genom tvofi dvé identické molekuly RNA o velikosti pribliZn& 9,2 kb, které kéduji
9 rGznych genl. Zakladni struktura genomu, ktera je typicka pro v8echny retroviry, je
tvofena tfemi strukturnimi geny gag, pol a env. Vedle strukturnich gend bylo
v.genomu HIV rozpoznéno 6 gent kdduijicich proteiny s regulaéni funkci, které se
podileji na replikaci viru.

Replikagni cyklus HIV uvnitf hostitelské buiiky miizeme rozdélit do nékolika etap
(Krausslich, H-G. (1993) Regulation of Gene Expression in Animal Viruses, ed. by L.
Carrasco, et al., Plenum Press, New York): povrchovy glykoprotein virového obalu
SU rozpoznava a s vysokou afinitou se vaZe k proteinovému receptoru CD4+, ktery
je exprimovan na povrchu T-lymfocytdl. K G&inné vazbé je navic zapotiebi jesté
koreceptoru, specifického podle typu hostitelské buriky. Virus vstupuje do buriky
endocytosou nebo fGzi virového obalu s povrchem buitky a obsah kapsidy se
dostava do cytoplazmy buriky. Reversni transkriptasa (RT) piepisuje virovou RNA
do dvoufetézcové DNA, ktera je integrasou (IN) za&len&na do chromosomu
hostitelské bufiky. Takto pretrvava vklidovém stavu (latentni infekce) az do
okamziku, kdy je aktivovana a dochazi k transkripci virovych gent hostitelskou RNA
polymerasou Il. Podle provirové mRNA se na ribosomech hostitelské buriky
synteti$7‘uji virove polyproteinové prekursory Gag a Gag-Pol. Posttranslaéng
modifikované polyproteiny a genomova RNA se soustfeduji u povrchu buriky a
procesem nazyvanym pucenim se uvoliiuji ve virionu zbuiky. Polyproteinové
prekursory Gag a Gag-Pol jsou vnezralé &astici $té&peny virem koédovanou
proteasou (PR) za vzniku funkénich proteinti, &imz vytvafeji zralou, infekéni &astici.
Je-li HIV PR poskozena nebo jeji aktivita inhibovana, virion ziistava nezraly.

Nejvice prostudovanou je HIV-1 PR. Je to dimerni aspartatova proteasa, ktera se
sklada ze dvou stejnych nekovalentné vazanych podjednotek. Primarni strukturu
monomerni jednotky tvofi 89 aminokyselin. K poznani sekundarni struktury HiV-1 PR
nejvice pfispély krystalografické strukturni anal?}y (Wlodawer, A., Miller, M.,
Jaskdlski, M., Sathyanarayana, B.K., Baldwin, E., Weber, 1.T., Selk, L.M., Clawson,
L., Schneider, J., Kent, S.B.H. (1989) Science 245, 616-621), které odhalily pfesnou
dvojnasobnou rotaéni C, symetrii a vysoky obsah B-struktur. Ctyfi z fetézctl v jadie
molekuly vytvareji list tvaru ,pismena y“ charakteristicky pro viechny aspartatové
proteasy. Triplet aktivniho mista (Asp25-Thr26-Gly27) je umistén v ohybu
proteinového fetézce a jeho struktura je stabilizovana siti vodikovych vazeb.
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HIV PR se musi nejprve autokatalyticky vystépit z prekursoru a nasledn& v ném
rozstépit devét presné definovanych mist. HIV PR specificky 8tépi virovy polyprotein i
presto, Ze se $t&pena mista od sebe navzajem dosti lisi v aminokyselinové sekvenci.
Na rozdil od jinych endopeptidas (pepsin, trypsin, renin) hydrolyzujicich peptidové
vazby v sousedstvi uritych aminokyselin, se u HIV PR obdobna zavislost na
primarni sekvenci nedé snadno stanovit. Zde se spi$e predpoklada specifita plynouci
z kumulativniho  GCinku na sob& nezavislych prevazné slabych interakci mezi
jednotlivymi vedlejimi fetézci v substratu a odpovidajicim podmistem v enzymu.
Podstatny vliv. ma hydrofobni interakce, plocha povrchu, polarita, potencial
sekundarni struktury a dalsi vlivy (Poorman, R.A., Tomasselli, A.G., Heinrikson, R.L.,
Kézdy, F.J. (1991) J. Biol. Chem. 266, 14554-14561).

Inhibitory HIV proteasy

Nékolik krokﬁ.iivotniho cyklu HIV bylo vybréno jako bod mozného terapeutického
zasahu. Jedna se pfedev8im o reversni transkriptasu (dideoxynukleosidy, jejich
analoga a nenukleosidové inhibitory), navazani a vstup virionu do hostitelské buiiky
(rozpustné CD4 receptory a jejich derivaty, polyaniontové slougeniny, inhibitory fuze),
integrace proviru integrasou do hostitelského chromosomu, regulace transkripce
proteinovymi produkty genl tat a rev aj. (pro souhrn De Clerqg, E. (1998) Collect.
Czech. Chem. Commun. 63, 449-479). Zrani retroviru a pfedevsim jeho nejdlleZit&jsi
enzym HIV proteasa, ktera je pfedmétem této patentové prihlagky, se stal také
pfedmeétem rozsahlého vyzkumu a racionalniho navrhovani lédiv. Pro klinické
pouZivani byly nebo v nejbliz§i dob& bude vCR schvaleno sedm inhibitord:
saquinavir, ritonavir, indinavir, nelfinavir, amprenavir, lopinavir a atazanavir. Vechny
tyto inhibitory kompetitivné inhibuiji vazbu pfirozenych substratt na HIV PR a snizuji
infektivitu viru blokovanim maturace virionu.

Vznik resistence vici inhibitoram HIV PR

Uvedeni proteasovych inhibitorll na trh na prelomu rok 1995 a 1996 a zavedeni
vysoce aktivni antiretrovirové terapie (HAART - highly active antiretroviral therapy)
vedlo ke zpomaleni nastupu oportunnich infekci a poklesu mortality, coz zvysilo
nadé&ji pacientl i lékafi na nalezeni uspokojivé terapie AIDS. BohuZel, brzy po
zavedeni novych l&civ se objevily i jejich limity.
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Pfi aplikaci PR inhibitoru dojde k potlageni replikace viru. Je-li replikace potladena
neuping, mlize pod selek&nim tlakem pieZit mald populace viru resistentniho vi&i
piislusnému inhibitoru. Tento jev vede k resistenci viru (Larder, B., Richman, D.,
Vella, S. (1998) HIV resistance and implications for therapy, MediCom Inc., Atlanta,
USA). Do dnesni doby byly pozorovany mutace na nejméné 49 pozicich v 99
aminokyselinovém monomeru (Gulnik, S., Erickson, J.W., Xie, D. (2000) Vitamins
and Hormones 58, 213-256).

Hlavnimi faktory, které jsou zodpovédné za rychly vyvoj resistentnich variant, jsou
piirozena variabilita HIV genomu (polymorfismus) a dynamicka virova replikace za
latentni faze a b&hem ustaleného stavu (Erickson, J.W., Burt, S.K. (1996) Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol. 36, 545-571). Genetické variabilita HIV vznika pravdépodobné
kombinaci vlivu vysoké chybovosti reversni transkriptasy, genomové rekombinace a
selek&ni sily lidského imunitniho systému.

Existuje nékolik moznych strategii, kterymi si virus mlZe vyvinout resistenci
k proteasovym inhibitorlim. Mezi hlavni patfi mutace ve vazebném misté enzymu,
které pfimo ovliviiuji vazbu; mutace mimo vazebné misto enzymu, které ovliviiuji
vazbu inhibitoru nepfimo; mutace $tépenych mist HIV PR v polyproteinovych
substratech. Svdj pfispévek k resistenci mohou mit mutace, které snizuji stabilitu
dimeru HIV PR a tim afinitu k inhibitoru, a kone&n& i mutace mimo viastni oblast
proteasy, které mohou mit za nasledek napfiklad uginnéjsi posun é&teciho ramce
(Erickson, JW., Burt, S.K. (1996) Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol. 36, 545-571;
Boden, D., Markowitz, M. (1998) Antimicrob. Agents Chemother. 42, 2775-2783).

Znamé inhibitory HIV proteasy mtZeme rozd&lit do tfi zakladnich skupin: (i)
slouCeniny navrzené jako izostery tranzitniho stavu substratu (statinovy,
hydroxyethylaminovy, hydroxymethylenovy, hydroxyethylenovy, a,a’-difluoroketony
apod.) (i) latky navrzené pomoci racionélniho designu na zakladé geometrické
podobnosti se substratem (napf. inhibitory fady DMP) (jii) slouéeniny s nahodnou
strukturni podobnosti k substratu, ziskané screeningem pfirodnich latek izolovanych
napf. z biologického materidlu (Lebon F., Ledecq M. (2000) Curr. Med. Chem. 17,
455-477).

Design inhibitord viralnich proteas je netrivialni problém. Na rozdil od fady jinych
enzymd, jejichZ substratem je jednoducha organicka molekula (napf. synthasa oxidu

dusnatého ma jako pfirozeny substrat L-arginin, a tak jednoduché modifikace jako
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N®-OH-Arg & N°-Me-Arg jsou velmi Usp&Snymi inhibitory), je v pfipad& navrhu
inhibitoru pro tento enzym situace podstatné sloZitéj$i. Pfirozenym substratem je totiz
polypeptid, ktery je na specifickém misté rozpoznan a rozstépen za vzniku funk&nich
enzyml a strukturnich proteinl virionu. Teoreticky, jak metodami molekulového
modelovani na semiempirické Grovni a ab initio vypolty, i prakticky predstavuje
design specifického HIV VP inhibitoru slozity problém, kdy nizkomolekularni substrat
musi mit vy83i afinitu k enzymu nez prirozeny polypeptid.

V8echny inhibitory HIV proteasy pouZivané v lékafské praxi (saquinavir, ritonavir,
indinavir, nelfinavir, amprenavir, lopinavir a atazanavir) Ize zafadit do skupiny (i). Maji
peptidomimeticky charakter a jsou kompetitivnimi inhibitory aktivniho centra enzymu.
Takove latky vSak obvykle maji nepiiznivé farmakodynamické vlastnosti (pro
dosazeni u¢inné koncentrace v infikovanych burikach je potfeba podavat orainé
znacné davky lédiv) a po ase vi&i nim vznika rezistence. Pro prekonani rezistence
je tedy obecnou snahou objevit inhibitory nepeptidové povahy, které je mozné vyvijet
racionalnim navrhem lé8iv na zakladé strukturnich informaci, ziskanych
rentgenostrukturni analy?zsou komplex HIV PR a dosud znamych inhibitord, pfipadé
testovanim kombinatoridlnich nebo jinych knihoven chemickych slouéenin.

Podstata vynalezu:

Uvedené nevyhody odstrafiuji inhibitory HIV proteasy podle vynalezu, které obsahuiji
klastry vybrané ze skupiny tvofené borany a/nebo karborany alnebo
metallakarborany, s podtem atomtl boru v kazdém individualinim klastru 6 a3 12, kde
naboj kazdého individualniho boranového, karboranového, - nebo
metallakarboranového klastru je 0, -1 nebo -2, boranové, karboranové, nebo
metallakarboranové klastry jsou periferné substituovany skupinami  zvySujicimi
interakéni energii mezi HIV proteasou a inhibitorem, pficemz pocet boranovych,
karboranovych, nebo metallakarboranovych klastr v molekule inhibitoru je 1 az9,
pficemz karboranové klastry v metallakarboranovych inhibitorech jsou koordinovany
na atom prechodného kovu, vybraného ze skupiny tvofené Co, Fe, Ni a Ru.

V klastrech mohou byt piitomné dal$i heteroatomy, které jsou vybrany ze skupiny
tvofené N, P, Si, Ge, Sn, S.

Inhibitory HIV proteasy podle vynalezu se vyznaduji obecnym vzorcem Y,

(R)WA—X—Y—Z)n ( f)/




.

kde A je klastrovy anion B1oH10®?, B1oH12®, CBgH;, CB7Hs™,CB7Ha", CBeH1o®,
CB1oH10™, CB11H12, SiByyH4.", SiB11H1%?, SnByH11?), GeBy1H( @, 7,8-
C2BgH121, 7,9-C2BgH12,SizB1oH12, [(1,2-CoBgH1q )2-3-Co(I1)], [(1,7-C2BgH11),-3-
Co(IIN]7, [(C2BaH11)Co(ll1)(C2BsH0)Co(il)(C2BgH11) @, [(1 ,2-C,BgH11)2-3-Fe (I,
[(1,7-C2BoH11)2-3-Fe(lI)] 2, [(1,2-CoBaHan)o-3-Ni(lI]™, [1-(CsHs)Fe(IH1)(CB1oH 1)),
[(CsHs)Co(lI1)(1,2-CB1oH11)] 7, [(CsHsIN(lII)(1,2-CB1oH14)I1™, [(CoB1oH)aM(I1]
nebo neutralni klastr 1,2-C,BgH1o, 1,6-C2BgH1g, 1,10-C2BgH1q, 1,2-C2B1oH1, 1,7-

= C2BioHiz, 1,12-C2B1oH1z, P2B1gH1q, SB11H11, NB1sHy1, PByiHys, [[(CsHs)(1,2-

= CaBoHi1)-Co(II)], [(CsHs)(1,7-C2BgH11)-3-Co(lll)], [(CsHs)(1,2-CaBgHa1)-Fe(lll)],
[(CsHs)(1,7-C2BgH11)-Fe(lll)], [(CsHs)(1,2-C2BgH11)Ni(lIN], [(CsHs)Fe(l1)(C3BsH44)),
[(CsHs)Ru(l1)(C3BgH11)], [(C3BsH11)2-Fe(ll)], [(CsHs)Fe(l1)(C3B7H10)], [1-

— (CsHs)Fe(l1)(PC2BgH10)], [(C2BgH11)-Co(lll)(CsBsH11)] [(C2B1oH12)-M(II)(CsHs)]
kde substituenty obecného vzorce —X—Y—Z a R jsou navazany na atomech boru,
uhliku nebo heteroatomech klastru A,
kde jje 1 az 3,
M znadi Fe, Co, Ni, Ru
a kde R’ je stejné nebo riizné a je vybrano ze skupiny obsahujici vodik, halogen,
methyl, hydroxy, fenyl, fenylen, thiol, methoxy a trifluoromethoxy skupinu,
mje0,1a2,

nje0az12,

X je razné nebo stejné a znagi skupinu —O—, —C(=0)—, —CH,—, —N(R%)—,
—P(R%—, —S —, C1 a2 Cyo alkandiyl, —O(CH2CH20)q—, fenylen substituovany
nezavisle 0 a2 3 substituenty R,

v pfipadé& metallakarborani typu [(1,2-C,BgH11)2-3-M(III)J je dale X miistkové
vazana skupina >S, >N, >P, >O,P, >0,P(=0), fenylen substituovany nezavisle 0 az
3 substituenty R™, ethandiyl substituovany nezavisle 0 a2 3 substituenty R™, na niz
je pfipojen substituent Y ,

kde M ma vpfedu v tomto naroku uvedeny vyznam,

kde g nabyva hodnot 0 aZ 12,




-7 -

kde R je stejné nebo riizné a znaéi vodik, C; a2 Cs alkyl substituovany 0 az 3 R'?,
C2 az Cs alkenyl substituovany 0 a2 3 R", C, a2 Cq alkynyl substituovany 0 az 3 R,
a C3 az Cy4 karbocyklicky systém substituovany 0 a2 5 R" nebo 0 a2 5 R"", nebo 5-
az 1(%‘:Ienny heterocyklus obsahujici bbsahujic} 1 az 4 heteroatomy vybrané ze

skupiny tvofené z kysliku, siry a dusiku, nebo tyZ heterocyklus substituovany 0 az 2
Rﬁ,

kde R je stejné nebo rizné a znadi ketoskupinu, halogen, kyanoskupinu,
—CHN(R')(R®), —N(R")(R®), —C(=0)O(R’), —C(=0)(R%), —0C(=0) (R), —O(R’),
C2 az Ce alkoxyalkyl, —S(=0)(R"), —NHC(=NH)NH(R"), —C(=NH)NH(R),
—C(=O)N(R")(R®), —N(R®)C(=0)(R"), =N—O(R?), —N(R®)C(=0)0O(R?),
—OC(=0)N(R")(R®), —=N(R")C(=O)N(R")(R®), —N(R®)S(=0):N(R")(R®),
—N(R®)S(=0)(R"), —S(=0),N(R")(R®), C; a2 C; alkyl, C, a2 C4 alkenyl, C3 aZ Cqo
cykloalkyl, C; aZ Cg cykloalkylmethyl, fenylimethyl, fenethyl, fenoxy, fenylmethoxy,
nitro, C7az Cqo arylalkyl, —C(=0}—NH(OH), —C(=O)—NH(NHz), = —B(OH),.

sulfonamid, formyl, C3 aZ Ce cykloalkoxy, C1 a2 C alkyl substituovany —N(R7)(R?),
C1 az C4 hydroxyalkyl, methylendioxy, ethylendioxy, Cy az C, haloalkyl, C az C4
haloalkoxy, C1 az C4 alkoxykarbonyl, Cy az C4 alkylkarbonyloxy, C1 az C4
alkylkarbonyl, C1 az C4 alkylkarbonylamino, —OCH,C(=0)O(R"), 2-(1-
—morfolino)ethoxy, azido, —C(R®)=N—O(R®), Cs az C1, karbocyklicky zbytek
substituovany 0 az 5 R"!, nebo 5- az 1032‘:Ienny heterocyklus obsahujici bbsahujic] 1
az 4 heteroatomy vybrané nezavisle z kysliku, siry a dusiku, nebo tyZ heterocyklus
substituovany 0 az 2 R"",
kde k nabyva hodnot 0, 1 a 2
kde R’ je stejné nebo rtizné a znadi
vodik, fenyl substituovany 0 az 3 R™, fenylmethyl substituovany 0 az 3 R™, C; a2 Cs
alkyl substituovany 0 a2 3 R™, C, az C, alkenyl substituovany 0 a2 3 R™, C; a2 Cq
alkylkarbonyl substituovany 0 a2 3 R', C; a2 Cs alkoxykarbonyl substituovany 0 a2 3
R", C4 aZ Cs alkylaminokarbonyl substituovany 0 a2 3 R, C, a2 Cs alkoxyalkyl
substituovany 0 aZ 3 R™, libovolnou chrantci skupinu na aminoskuping, pokud je R’
vazan na atom dusiku, nebo libovolnou chranici skupinu na hydroxyskuping, pokud
je R” vazan na atom kysliku,




kde R™ je rtizné nebo stejné a znagi

H, keto, halogen, kyano, —CHZNHz,'—NHz, —C(=0)OH, —OC(=0)(C az C,4 alkyl),
—OH, C; aZ Cg alkoxyalkyl, —C(=0)NH,, —OC(=0)NH2, —NHC(=0)NH,,
—S(=0)2NHz, C1 az C, alkyl, C; a2 C,4 alkenyl, C3 aZ Cyq cykloalkyl, C3 aZ Cg
cykloalkylmethyl, benzyl, fenethyl, fenoxy, benzyloxy, nitro, C; a2z Cq arylalkyl,
—C(=0)—NH(OH), —C(=O)—NH(NH,), —B(OH)2, Cjaz Cq cykloalkoxy,

C1 az C4 alkyl substituovany —NH,, C, a2 C4 hydroxyalkyl, methylendioxy,
ethylendioxy, C4 az C4 haloalkyl, C; az C, haloalkoxy, C4 aZ C,4 alkoxykarbonyl, C; a2
C4 alkylkarbonyloxy, Cq aZ C, alkylkarbonyl, C4 az C, alkylkarbonylamino,
—OCH3C(=0)OH, 2-(1 morfollno)ethoxy, azido, aryl(Cq az Cs alkyl), Cs az Cq4
karbocyklicky zbytek, 5- az 10~clenny heterocyklus obsahujici 1 a2 4 heteroatomy

vybrané nezavisle z kysliku, siry a dusiku, nebo tyZ heterocyklus substituovany 0 az
3RS,

kde R®, pokud je substituentem na uhliku, je rGzné nebo stejné a znagi

fenyl, fenylmethyi, fenethyl, fenoxy, fenylmethoxy, halogen, hydroxy, nitro, kyano, C,
az C4 alkyl, C3 aZ Cg cykloalkyl, C3 a2 Cq cykloalkylmethyl, C; az Cqq arylalkyl, C; az
C4 alkoxy, —C(=0)OH, , —C(=0)—NH(OH), —C(=0)—NH(NH,), —B(OH),,
sulfonamid, formyl, C3 aZ Cq cykloalkoxy, —O(R), C; a2z C, alkyl substituovany
—N(R")(R®), —=N(R")(R®), C a2 Cs alkoxyalkyl, C; a2 Cs hydroxyalkyl,
methylendioxy, ethylendioxy, C4 aZ C, haloalkyl, C1 az C4 haloalkoxy, C4 a2 C4
alkoxykarbonyl, C aZ C,4 alkylkarbonyloxy, C4 az C, alkylkarbonyl, C; az C,
alkylkarbonylamino, — §(=0)«(R"), — S(=0),N(R")(R®), —NHS(=0),(R?),
—OCHC(=0)OH, 2-(1-morfolino)ethoxy, —C(R®)=N—O(R®),

5-az 1 Qllgélenny heterocyklus obsahujici pbsahuijic] 1 az 4 heteroatomy vybrané
nezavisle z kysliku, siry a dusfku, nebo tyz heterocyklus substituovany 0 az 3 R®, C;
az C4 uhlikaty fetézec jehoZ druhy konec je pfipojeny k vedlej§imu atomu uhliku na
kruhu a vytvafi 5- nebo Gjr_jc":lenny kruh, tento 5- nebo 6§élenny kruh méze byt
substituovany na nékterém z alifatickych uhlikd skupinami halogen, C4 az C, alkyl, C4
az C4 alkoxy, hydroxy,

—N(R")(R®), nebo pokud je R® pfipojen k nasycenému atomu uhliku, R® mize byt =0
nebo =S,

kde k a R” ma vpredu \-tomte-naroky uvedeny vyznam,




kde R® je stejné nebo riizné a znagi

vodik, hydroxy, trifluoromethyl, C; az Cq alkoxy, C, aZ Cg alkenyl, fenylmethyl,
amino, C1 az Cg alkyl substituovany 0 az 3 skupinami vybranymi nezavisle z hydroxy,
C1 az C4 alkoxy, halogen, amino, libovolnou chranici skupinu na aminoskuping,
pokud je R® vazan na atom dusiku, nebo libovolnou chranici skupinu na
hydroxyskuping, pokud je R® vazan na atom kysliku,

kde R® je riizné nebo stejné a zna&i vodik nebo methyl,

kde RS, pokud Je substituentem na dusiku, je razné nebo stejnvé a znadi

fenyl, fenylmethyl, fenethyl, hydroxy, C; a2 C, hydroxyalkyl, C4 aZ C, alkoxy, C, aZ
C4 alkyl, C3 aZ Cg cykloalkyl, C; a2 Cq cykloalkylmethyl, —CH,N(R")(R®), —
N(R")(R®), C, az Cs alkoxyalkyl, Cy az C4 haloalkyl, C; a2 C, alkoxykarbonyl, —
C(=0)OH, C4 az C, alkylkarbonyloxy, Cy a2 C, alkylkarbonyl C(R%)=N—O(R®),

kde R a R® maji vpredu w-tomto-naroky uvedeny vyznam, '

R” a R® mohou byt alternativné pfipojeny tak, aby tvofily —(CHz)s—, —(CHy)s—,
—CH;CH2N(R®)CH2CHz— nebo —CH,CH,0CH,CHp—,

kde R® je rlizné nebo stejné a znadi

vodik, halogen, fenylmethyl, fenethyl, , —C(=0)—NH(OH), —C(=0)—NH(NH,),
—B(OH), sulfonamid, azido, formyl, fenoxy, fenylmethoxy, nitro, kyano,
—CHoN(R")(R®), —N(R7)(R®), —OCH,C(=0)OH, —C(=0)O(R"), —OC(=0)(R),
—O(R7), C; a2 Cq alkoxyalkyl, —S(=0)(R’), ——NHC(=NH)NH(R7), —C(=NH)NH(R),
—C(=ONR')R?), —N(R®)C(=0)(R"), =N—O(R®), —N(R®)C(=0)O(R?),
OC(=ON(R'(R?), —N(R")C(—OIN(R")(R®), —C(R®)=N—O(R?),
—N(R®)S(=0)12N(R")(R®), —N(R®)S(=0)2(R"), —S(=0),N(R")(R®), C1 az Cq alkyl, Cz
az C4 alkenyl, C3 az Cqq cykloalky!, Cs az Cg cykloalkylmethyl, C; az Cqo arylalkyl, Cs
az Cg cykloalkoxy, C4 az C4 alkyl substituovany —N(R”)(R®), C; az C4 hydroxyalkyl,
C1 aZ C4 haloalkyl, C4 az C4 haloalkoxy, Cy a2 C,4 alkoxykarbonyl, C4 aZz C,4
alkylkarbonyloxy, C4 aZ C4 alkylkarbonyl, C; az C, alkylkarbonylamino, 2-(1-

~morfolino)ethoxy, —(C1 az Cs alkyl)aryl substituovany 0 a2 2 R®, Cs a2 C14

/\
karbocyklicky zbytek substituovany 0 az 3 R®, 5- a2 1(1{-)élenny heterocyklus
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obsahujici bbsahujic" 1 aZ 4 heteroatomy vybrané nezavisle z kysliku, siry a dusiku,
nebo tyZ heterocyklus substituovany 0 a2 3 R®,

kde k, R% R a R® maji vpfedu V-tomto-rérokufuvedeny vyznam,

kde R"", pokud je substituentem na uhliku, je rizné nebo stejné a znagi

fenethyl, fenoxy, Cs aZ C1o cykloalkyl, C3 aZ Cq cykloalkylmethyl, C; az C1 arylalkyl,
—C(=0)—NH(OH), —C(=0)—NH(NH,), —B(OH),, C, az Ce alkoxyalkyl,
methylendioxy, ethylendioxy, C; aZ C, alkylkarbonyloxy, —NHS(=0),(R®),
fenylmethoxy, halogen, 2-(1-morfolino)ethoxy, —C(=0)O(R7), -C(=O)N(R")N(R")(R®),
kyano, sulfonamid, formyl, C3—Cg cykloalkoxy, C1 az C,4 haloalkyl, C1 az C,
haloalkoxy, Cz aZ C4 haloalkenyl, C, aZ C, haloalkynyl, —N(R")(R?), —C(R®=N—
O(R?), —NO2,—O(R"), —N(R*)(R™), — S(=O)(R"), —S(=O)N(R")(R®),
—C(=0)N(R")(R®), —OC(=O)N(R)(R®), —C(=0)(R"), —OC(=0)(R®),
—OC(=0)O(R"), fenyl, —C(=O)N(R")}—(C a2 C; alkyl), NR')(R®),
—C(=0)N(R%)(R"™), — C(=0)—(C; az C, alky)—N(R")C(=0)O(R"),

Cy az C,4 alkoxy substituovany 0 az 4 skupinami nezavisle vybranymi ze skupin :
—R®, C3 a2 Cq cykloalkyl, —C(=0)O(R"), —C(=0)N(R")(R®), —N(R")(R®) nebo
hydroxyl,

C1 az C4 alkyl substituovany 0 az 4 skupinami nezavisle vybranymi ze skupin:

—R®, =N(R®), =NN(R")C(=0)N(R”)(R®) nebo —N(R")(RY),

C2 az C4 alkenyl substituovany 0 az 4 R®, C, a2 C, alkynyl substituovany 0 az 4 R®,
5-az 6-élenny’ heterocyklus obsahujici 1 aZ 4 heteroatomy vybrané nezavisle z
kysliku, siry a dusiku, C3 az C, uhlikaty fetézec jehoZ druhy konec je pfipojeny k
vedlejSimu atomu uhliku na kruhu a vytvafi 5- nebo @élenny kruh, tento 5- nebo 6-
Clenny kruh mhze byt substituovany na nékterém z alifatickych uhlikdi skupinami
halogen, Cs az C, alkyl, C4 az C4 alkoxy, hydroxy, —N(R”)(R®),

nebo pokud je R™ pfipojen k nasycenému atomu uhliku, R" miize byt =0 nebo =S,
kde k, R®, R a R® maji vpredulv-temto_narokl| uvedeny vyznam,

kde R je riizné nebo stejné a zna&i vodik nebo C, a2 Cs alkyl,

kde R" je rtizné nebo stejné a znaéi —C(=0)N(R")(R®), —C(=O)N(R"INH(R®),
—C(=0)C(R?):N(R")(R®), —C(=0)C(R®N(R'INH(R?),
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—C(=0)C(R%)2N(R")C(=0)O(R"), —C(=0)H, —C(=O)(R®), —C(=0)—(C; a2

Cy alkyl)—N(R")(R®), —C(=0)—(C; az C, alkyl)—, N(R")C(=0)O(R’) nebo 1 a2 3
aminokyseliny spojené amidovymi vazbami k atomu dusiku pomoci karboxylovych
skupin,

kde R®, R” a R® maji vpFedu bﬂom’m‘né?okté uvedeny vyznam,

kde R™, pokud je substituentem na dusiku, je rtizné nebo stejné a znadi
fenyl, fenylmethyl, fenethyl, hydroxyl, C; az C, hydroxyalkyl, C4 az C,4 alkoxy, C; a2
C4 alkyl, C3 aZ Cs cykloalkyl, C; az Cg cykloalkylmethyl, —CH,N(R7)(R®),
—N(R")(R®), C, a2 Cq alkoxyalkyl, C1 az C4 haloalkyl, C1 aZ C, alkoxykarbonyl,
—C(=0)OH, C4 az C4 alkylkarbonyloxy, C; az C, alkylkarbonyl nebo —C(R®)=N—
O(R®),

kde R” a R® maji vpiedu 'p/—temteﬁérek{,h uvedeny vyznam,

kde Y je rizné nebo stejné a zna&i C, az Cyg alkandiyl substituovany 0 az 4
skupinami R? oligoethylenglykol, nebo substituovany oligoethylenglykol
substituovany skupinou R? ; nebo C1 aZ Cqo cykloalkandiyl substituovany 0 az 4
skupinami R% —C(=0)—;

—8(=0)—; —P(=0)(OR*}—X—; —P(=0)(N(R®)(R*)}—X—;
—P(=0)(N(R*)(R*))—X—; —C(=0)—X—; —(CFa2);—; fenylen substituovany
nezavisle 0 a2 3 substituenty R,

kde k, q a R® maji vpiedu v tomto naroku uvedeny vyznam,

kde R? je rlizné nebo stejné a znadi vodik, —A, —X—A, —O(R"), —S(R’),
—N(R"), —C(=0)O(R"), keto, C4 az Cg alkyl substituovany 0 az 3 R, C, az Cs
alkenyl substituovany 0 az 3 R®, fenyl, fenyl substituovany nezavisle 0 a2 5
substituenty R™, fenylen substituovany nezavisle 0 a2 3 substituenty R™, alkynyl

substituovany 0 aZ 3 R%, C4 az Cg perfluoroalkyl, C3 az C44 karbocyklus substituovany

0 az3 R°nebo 0 az 3 R®, nebo 5 a2 a¥ 10/9‘g>élenny heterocyklus obsahujici 1 az 4
heteroatomy vybrané nezavisle z kysliku, ;r_y—é dusiku, nebo tyz heterocyklus
substituovany 0 aZ 2, ohgoethylend?\ykol R,

kde A, X, R%, R®, a R” maji vpredu Hemt&ﬁafokq‘ uvedeny vyznam,
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kde R* je rtizné nebo stejné a znagi vodik, C1 aZ Cg alkyl substituovany 0 az 3 R,
C2 aZ Cq alkenyl substituovany 0 a2 3 R, C, a3 Cs alkynyl substituovany 0 az 3 R,
a C3 az Cy4 karbocyklicky zbytek substituovany 0 a2 5 R nebo 0 a2 5 R, nebo 5-

~

az 1%Ienny heterocyklus obsahujici obsahujici 1 az 4 heteroato‘my vybrané

nezavisle z kysliku, siry a dusiku, nebo tyz heterocyklus substituovany 0 az 2 R,
kde R a R" maji vpredu v tomto naroku uvedeny vyznam,

kde Z je rizné nebo stejné a znag&i vod ik, A, —X—A, —C(=0)—X—A,
—CH(OH)—X—A, —CH(NH2)—X—A, NH-A, NH-CH(OH)CH-NH-A
—S(=0)—X—A, —O—P(=0)(OR%—X—A, —O—P(=0)(N(R*/(R*)—X—A, R®a C;
aZz Cyo alkyl substituovany 0 az 4 skupinami R?,

kde k, A, X, R?, R® a R* maji vpredu v tomto naroku uvedeny vyznam,

a jejich farmaceuticky vyuzitelné sole.

Inhibitory HIV proteasy a jejich farmaceuticky vyuzitelné sole mohou mit téZ obecny
vzorec4lly

7

kde A, X,ZaR'am,n maji vpfedu uvedeny vyznam.

Inhibitory HIV proteasy jsou zejména slouceniny
[(8-HO-(CH2-CH20)2-1 ,2-CngH1o)(1',2'-CngH11)-3,3'-CO]Na

[8-(OH-1 ,2-C289H10)(1 ’,2'-CngH11)—3,3’-Co]Na.nH20
[8,8--0-(C2BgH10)2-3-Co]Na
[(8-(HO)2-P(O)O-1 ,2-CngH1 o) -(1 ',2’-CngH1o)-3-CO] Naz.nH,0O

[(C2BgH10)2-3-Fe]Na.4H,0
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[(1,2-C2BgH10)-3,3™-Co(1",2'-CoBghH11)-8-(OCH,CHz);0CH(CeHs)CHa(CeHs)(OH)Na

[(1,2-C2BgH10)-3,3'-Co(1",2'-C,BgH11)-8-

= (OCH;CH;)20CH(CHs)CH(CoHs)(OCH,CHz)g-8"-0-(17,2"-CoBgH1)-3" 3"-Co(1™ 2"
= CaBgH11)]Nay

[(1 ,2-CngH1 o)-3,3'-CO(1 ',2'-CngH1o)—8,8'-|.l-NH-CH2-CH(OH)-CH2-8,8’-|J-N H-(1 ",2"-
fC2BgH10)~3",3”’~CO(1 ",2"-CaBgH1)]

a [3,3"-Co-(1',2-CBgH11)(8-1,2-C2BgH10-(0-CH,-CH,)40-8-1,2-CoBgH1o)(1',2-
— C289H1 1 )'3,3'-CO]N32,

Zpusob pfipravy novych slougenin [(1 12-C2BgH10)-3,3'-Co(1',2"-CoBgH14)-8-
— (OCH,CH2)>0CH(CsH5)CH2(CgHs)(OH)INa a [(1,2-C2BgH10)-3,3"-Co(1',2'-C2BgH1)-8-
— (OCHZCHg)zocH(Cer,)CH(CsHs)(OCH2CH2)2-8"-O-.(1 ",2""-C2BgH10)-3",3""-Co(1",2"-
- C2BgH11)]Naz spodiva podle vynalezu v tom, Ze se na meso-hydrobenzoin
deprotonizovany jednim nebo dvéma ekvivalenty NaH plsobi za laboratomni teploty

roztokem obsahujicim jeden nebo dva ekvivalenty 8-dioxan-kobalt bis(dikarbollidu)
v toluenu,

ZpUsob pfipravy nové slougeniny [(1 ,2-C2BgH10)-3,3'-Co(1’,2'-C2BgH10)-8,8'-j-NH-

= CH-CH(OH)-CH2-8,8"-p-NH-(1",2"-C,BgH10)-3",3"-Co(1 ™,2"-C2BgH10)] spogiva v
tom, Ze se na latku [(1 12-C2BgH10)-3,3"-Co(1',2'-C,BgH10)-8,8'-p-NH]
deprotonizovanou NaH a rozpusténou v diethylenglykol dimethyletheru (DME) plisobi

za laboratorni teploty epichlorhydrinem a produkt se ziska purifikaci reakéni smési na
silikagelové koloné.

ZplUsob pfipravy nové sloudeniny [3,3-Co-(1",2"-C2BgH11)(8-1,2-C2BgH10-(O-CH,-
CH2)40-8-1,2-C,BgH10)(1',2'-C,BgH14)-3,3'-Co]Na; spotiva v tom, e se na latku [(8-
HO-(CH2-CH20)2-1,2-C2BgH10)(1',2'-C,BgH14)-3,3'-Co]MesNH deprotonizovanou NaH
a rozpusténou v diethylenglykol dimethyletheru (DME) ptisobi za laboratorni teploty

8-dioxan-kobalt bis(dikarbollidem) a produkt se ziska purifikaci reakéni smési na
silikagelové kolong.
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Predmétem vynalezu je tez letivo urené k1é¢b& AIDS vyznadujici se tim, e
obsahuje nejméné jeden inhibitor HIV protedzy obecného vzorce £y a/nebo
obecného vzorce {ll)'s vyhodou vpiedu uvedené nové slouceniny.

Zavedeni derivatl klastrovych slougenin boru jako nového strukturniho prvku piinasi
velice pozoruhodné inhibiéni vlastnosti pro HIV proteasu a jeji mutanty, které jsou
rezistentni vi¢&i jinym inhibitorm. Nizka toxicita, stabilita a biokompatibilita, spolu
s vysokou Uginnosti pfedstavuje prioritu nad znamymi a dosud pouzivanymi inhibitory
HIV proteasy, které maji fadu vedlejich uginka.

Piehled obrazk(

Obrazek 1 znazoriiuje struktiiru slougenin popsanych v pfikladech. Kazda ze
slougenin je oznaéena zkratkou.

Obrazek 2 znazorfiuje model interakce slougeniny GB-16 s HIV-1 proteasou.

Obrézek 3 znazorriuje model slougeniny GB-24 vioZeny do aktivniho mista HIV-1
proteasy.

Obrazek 4 znazoriiuje grafickou zavislost po&ateéni rychlosti enzymové reakce na
koncentraci substratu.

Obrazek 5 znazoriiuje inhibiéni G¢inek inhibitortt GB-8, GB-12 a GB-16 ve tkafiovych
kultlirach transfekovanych provirovym klonem NL4-3.

Piiklady provedeni:
/ Fesen”
PFedloienf p;t;nﬁje dale demonstrovénofna nasledujicich pfikladech, které jej véak

Zadnym zpUsobem neomezuji.

Molekulové modelovani

Syntéza znamych latek

Syntéza novych latek

Testovani ucinnosti znamych i novych latek in vitro

o 0D =~

Testovani inhibice infektivity viru HIV ve tkafovych kulturach

Struktury a zkratky v8ech slougenin popsanych v pfikladech jsou uvedeny na
Obrazku 1. Atomy boru nesouci vodik nebo substituenty jsou oznadeny Sedymi
kuliCkami, atomy uhliku nesouci vodik nebo substituenty éernymi kulickami, kobalt a
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Zelezo jsou oznaceny pfislu$nou znadkou prvku. Atomy na klastrech jsou Cislovany
standardnim zplGsobem.

1. Molekulové modelovani

Zakladni filoofickou koncepci naseho navrhu predstavuji inhibitory HIV proteasy
obsahujici boranové, karboranové nebo metallakarboranové kiastry. Tyto kiastry, v
mediciné dosud vyhradn& navrhované a pouzivané pro neutronovou zachytovou
boronovou terapii NCBT (Larson B. et al. (1997) Advances in Boron Neutron Capture
Therapy. Vol. 1, Elsevier Science B.V.: Soloway A.H. (1998) Chem. Rev. 98, 1515-
1562; Hawthorne M.F., Maderna A. (1 999) Chem. Rev. 99, 3421-3434; Hawthorne
M.F. (1993) Angew. Chem. Intl. Ed., 32, 950-984; Valliant J.F. (2002) Coord. Chem.
Rev. 232, 173-230; Sivaev I.B. (2002) Russ. Chem. Bull., Intl. Ed., 51, 1362-1374;
Hawthorne M.F., Lee M.W. (2003) J. Neuro-Oncology, 62, 33-45)) predstavuji novou,
potencialné vyznamnou strukturni jednotku pro selektivni interakce s proteiny a tak
vytvofeni vysoce Gcinnych a stabilnich, netoxickych inhibitorll s velkym lé&ebnym
potencialem.

Pro analyzu pfedpokladaného zplisobu vazby inhibitorl zaloZenych na
karboranovych klecich k HIV protease pomoci molekulového modelovéni byly
vybrany dvé slouceniny: GB-16 a GB-24. Jako vychozi krystalova struktura byla
pouzita pfibuzna sloudenina [8,8"-p-propargylthio-(1,2-C,BgH1q),-3-Co]™  (kéd v
Cambridgeskeé strukturni databazi: TENQAE) (Vohlidal et al. (1996) Collect. Czech.
Chem. Commun., 61, 877). Pomoci molekulového modelovani byly pfidany vodikové
atomy a atom siry nahrazen fosfatovou skupinou, resp. spojovacim fetézcem.
Pridané atomy &i skupiny byly optimalizovany semiempirickou metodou MNDO.
Modely sloucenin byly vioZeny do aktivniho mista divokého typu HIV-1 proteasy
podle templatu inhibitoru QF34 (kod v Protein Data Bank 11Z1). (Weber J., Mesters
J.R., Lepsik M., Prejdova J., Svec M., Sponarova J., Micochova P., Skalicka K.,
Strisovsky K., Uhlikova T., Soucek M., Machala L., Stankova M., Vondrasek J.,
Klimkait T., Kraeusslich H.G., Hilgenfeld R., Konvalinka J. (2002) J. Mol. Biol.,
324(4), 739-754).

Vysledky — molekulového  modelovani ukazuji, Ze latky zaloZené na
metallakarboranovych klastrech splfiuji prostorové a velikostni poZadavky pro vazbu
inhibitoru do aktivniho mista HIV proteasy. Dale struktury komplex mezi HIV
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proteasou a inhibitory ukazuji dvé podstatné pfednosti patentovanych latek. Za prvé,
ze zmeienych vzdalenosti mezi kyslikovymi atomy inhibitoru a proteasy je zjevng, Ze
funkeni skupiny metallakarboranovych inhibitorti mohou zaujimat takové postavent,
které umoziiuje vytvareni vodikovych mustk( s katalytickymi aspartaty (5br. 2). Za
druhé, vyrazna komplementarita povrchil mezi aktivnim mistem HIV proteasy a
metallakarboranového inhibitory umoZiuje silné hydrofobni interakce s dutinou
enzymu (Gbr. 3), které zajistuji silnou vazbu,

Obrazek 2. znazorfiuje model interakce slougeniny GB-16 (1) s katalytickymi
aspartaty Asp25 a Asp25’ (2), které jsou soudasti aktivniho mista HIV-1 proteasy.
Atomy inhibitoru GB-16 jsou znazornény kulikami, ty&ky predstavuji vazby mezi
nimi. Barevné oznageni inhibitoru GB-16 je nasledovné: &erné kulicky znazorfiuji
atomy uhliku, $edé kuligky atomy boru, bile kuligky atomy kysliku a atom fosforu (P)
a kobaltu (Co) je popsan. Mensi bilé kuligky a bilé &arky mezi nimi oznacuji atomy a
chemické vazby, které tvori katalytické aspartaty Asp25 a Asp25’. Carky s Cisly
oznacuji vzdalenosti (v Angstrémech, 1Angstrom=0,1nm ) mezi kyslikovymi atomy
katalytickych aspartatd a inhibitoru GB-16. Fakt, Ze vzdalenosti nepfesahuji 2,5 A,
potvrzuje, Ze vzajemné postaveni funkéni skupiny inhibitoru GB-16 a katalytickych
aspartat je optimaini pro vytvofeni vodikovych mustkd. Aktivni misto HIV proteasy

(kromé katalytickych aspartatl) je predstavovano tyckovym modelem a vybarveno
Seds. ’

Obrazek 3. znézorfiuje model slougeniny GB-24 viozeny do aktivniho mista HIV-1
proteasy. Je patrné, Ze povrch inhibitory je vysoce komplementarni k duting
proteasy. Toto blizké pfiblizeni pfevazné hydrofobnich povrchu zpUsobuje silnou
vazbu mezi inhibitorem GB-24 a HIV-1 proteasou. Van der Waalstv povrch inhibitoru
(1) je zndzomén kalotovym modelem (Cerng), zatimco dutina HIV proteasy je
pfedstavena jako Connolyho povrch (Sedé tecky). Katalytické aspartaty HIV-1
proteasy Asp25 a Asp25'(2) jsou vybarveny ¢erng, zatimco zbytek aktivhiho mista je
Sedé.

2. Syntéza znamych latek
GB-1
[(8-HO-(CH2-CH20)2-1 ,2-C289H1o)(1 ",2'-C2BgH14 )-3,3'-Co]Na
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Latka byla pfipravena reakci znamé neutraini slougeniny, derivatu 8-dioxan-kobalt
bis(dicarbollidu) (Plesek J, Hefmanek S, Franken A, Cisafova |, Nachtigal C. (1997)

Collection Czechoslovak. Chem. Commun. 62, 47-56) s NaOH ve vodném dioxanu

podle néasledujici procedury: 1,0§ 8-dioxan-kobalt bis(dikarbollidu) bylo rozpust&no
v 50 ml smési dioxan-voda 4:6 a bylo pfidano 10 ml 10% roztoku NaOH. Reakéni
smeés byla zahfivana pfi 80:’0 dvé hodiny. Po ochlazeni bylo pfidano 100 ml vody,

dioxan byl odpafen za chladu a pak pfidano 50 ml 3M HCI. Vodna faze byla

extrahovana diethyletherem (3x 30 ml). Spojené organické extrakty byly protfepany
s vodou (2x 20 ml), oddéleny a bylo k nim pfidano dalsich 50 ml H,O a ether byl

odpafen. Byl pfidan ethanol do rozpusténi produktu a produkt byl vysrazen

nadbytkem (CHs)sN.HCI ve vods, Zzfiltrovan a vysu$en ve vakuu. Vytézek (8-HO-
(CHz-CH20)2-1,2-C2BgH10)(1',2'-C2BgH11)-3,3'-Co)(CH3)sNH: 0,999, 86%.

'H NMR: aceton-ds, 4,27 (2H, CHyarboran,), 4,11m (2H, CH,-0), 3,97s (2H, CH,), 3,81

(2H, CHz-0), 3,64-3,59 m (4H, 2CH,-0), 3,10s (2H, 2CHxamoran.), [2,95] (H10"),

[2,79] (H4',7'), [2,72] (H10), 2,90 (9H, (CHa)sNH, [2,48] (H8"), [2,06] (H9'",12)), [2,06,

1,81] (H4,7,9,12), [1,73] (HE"), [1,68] (H5, 11'), [1,59] (H5, 11), [1,49] (H6).

"B NMR: acetori-de: 23.8s (B8), 5,2 (B8') (131), 0.5 (B10') (135), -2,5 (B10) (139), -
4,6 (B4',7') (142), -7,0d, -7,5d (B9, 12, 9',12") (pfekryv=overlap), -8,7 (B4, 7) (176), -
17,2 (B5', 11°) (150), -20,3 (BS5, 11) (150), -22,1d (B6') (overlap), -28,5 (B6) (135).

M.S. m/z= 415,3.

Analyza: %B vypocéteno: 41,22, nalezeno: 40,84, %Co vypodteno: 12,49, nalezeno:

12,33.

Trimethylamonna sl byla pfevedena na sodnou nasledujicim postupem: 1;\; soli bylo
trepano mezi 3M HCI (50 ml) a diethyletherem (30 ml), organicka vrstva byla
oddelena a dvakrat protfepana s 3M HCI (50 ml). Organicky extrakt byl protfepan
postupné tfikrat s 5d\/ml 10% vodného roztoku NayCOs, S(ilml vody, etherova faze
byla oddélena a odpafena dosucha a vysusen ve vakuu. _

V literature existuje popis pfipravy této latky jinou, sloZit&j§i metodou (Sivaev IB,
Starikova ZA, Sjoberg S, Bregadze VI. (2002) J. Organomet. Chem. 649, 1-8).

GB-8
[8-(OH-1 ,2-CngH1o)(1 ',2’-CngH11)-3,3’-Co]Na.nH20
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Latka byla pfipravena pfimou hydroxylaci kobalt bis(dikarbollidového aniontu)
pomoci zfedéné H,SO, za vysSich teplot, postupem popsanym v literatufe (Plesek J,
Grlner B, Baca J, Fusek J, Cisafova I. (2002) J. Organometal. Chem. 649, 181-190).

GB-12

[8,8'-p-O-(C2BgH10)2-3-Co]Na

Mastkovy derivat kobalt bis(dikarbollidu) byl pfipraven na zaklad& popsanych
postupl reakci nesubstituovaného iontu s paraformaldehydem (Plesek J, Hefmanek

S, BaSe K, Todd LJ, F. WW. (1976) Collection Czechoslovak. Chem. Commun. 41,
3509-3515).

GB-16

[(8-(HO)2-P(0)0-1,2-C2BgH10) -(1',2"-C2BgH10)-3-Co] Naz.nH,0 '

Latka byla pfipravena reakcemi vySe popsané latky GB-8 s fosforylchloridem a
hydrolyzou vzniklého intermediatu tak, jak to bylo popsano v praci (Plesek J, Griiner
B, Cisafova |, Baca J, Selucky P, Rais J. (2002) J. Organometal. Chem. 657, 59-70).

GB-23

[(C2BgH10)2-3-Fe]Na.4H,0

Latka byla pfipravena procedurou popsanou-v literatufe (Hawthorne MF, Young DC,
Wegner PA (1965) J. Am. Chem. Soc. 87, 1818).

3. Syntéza novych latek

Ciselné Udaje chemickych posuv(i v NMR spektrech jsou uvedeny v ppm.

GB-21

[(1,2-C2BgH10)-3,3'-Co(1’,2'-C2BgH11)-8-(OCH,CH,),OCH(CeHs)CH2(CsHs)(OH)Na

GB-22

[(1,2-C2BgH10)-3,3'-Co(1’,2"-C,BgH41)-8-

(OCH2CH2)20CH(CsHs)CH(CgHs)(OCH2CH,),-8"-0-(1",2"-C2BgH10)-3",3""-Co(1”,2"-
~C2BgHj1)]Nay
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K meso-hydrobenzoinu deprotonizovanému jednim nebo dvéma ekvivalenty NaH by!
piikapan roztok obsahujici jeden nebo dva ekvivalenty 8-dioxan-kobalt
bis(dikarbollidu) v toluenu. U disubstituovaného produktu byla reakéni doba 5 h.
Reakéni smés byla rozloZena vodou 30 ml, n&kolika kapkami 10% kyseliny octové a
produkty reakce byly vytfepany do diethyletheru (2x 30 ml), organicka faze byla
odpatena a produkty pfe¢istény chromatografii na silikagelu.

GB-21

1I,-leNMR 400 MHz, aceton-ds, 8,01 (s, 1H, HO-), 7,24-7,17 (m, 10H, overlaped 2 Ph-
groﬁ%s 4,24 (broad s., 2H, H20), CHighoran: 4,23 (s, H) a 3,10 (s, 2H), seskupeni O-
CH2CH20-B : 4,11 (t, 2H) a 3,81 (t, 2H), seskupeni O-CH,CH,O-: obé CHz-skupiny
rezonuji v rozmezi 3,64-3,59 (m, 4H).

"B NMR: (128 MHz) aceton-dg: 23,92s (2B, B8), 5,57d (2B, B8'), 0,5d (2B, B10), -
2,47d (28, B10), -4,6 d (4B, B4',7'), -6,92 d, -7,347 d (8B, B9, 12, 9',12'), -8,63 d(4B,
B4, 7), -17,17 d (4B, B5, 11), -20,21 d (4B, B5, 11), -21,97 d (2B, B6'), -28,44
d(2B, B6).

GB-22

'H NMR: 400 MHz, aceton-dg, 7,33 — 7,24 (asym. M., 10 H, 2 Ph- greups) 3,78 (s,
2H, 2 CH grebfgs),,ZGS (s, 8H, 2 x 2 Hy0), CHyaboran: 4,2 (s, H) a 3,1 (s,2H),
seskupeni O-CH2CH,0-B : 4,1 (t, 2H) a 3,8 (t, 2H), seskupeni O-CH,CH,0-: obé
CHa-skupiny 3,6 (m, 4H).

""B NMR: (128 MHz) aceton-dg: 23,92s (2B, B8), 5,57d (2B, B8'), 0,5d (2B, B1 0), -
2,47d (2B, B10), -4,6 d (4B, B4',7"), -6,92 d, -7,347d (8B, B9, 12, 9°,12’), -8,63 d(4B,
B4, 7), -17,17 d (4B, BS', 11’), -20,21 d (4B, B5, 11), -21,97 d (2B, B6'), -28,44
d(2B, B6).

Podrobné charakteristiky latek s jinymi terminalnimi substituenty (o-PhCH—CgHs—,
p-t-Oktyl—CeHs— a 0-CH30—CgHs— jsou popsany v Plesek J. et al.: Polyhedron
2002, 21, 975-986. Obecné jsou v 'H NMR charakteristické dvé skupiny CHkarboran:
4.23 (s, H) a 3.10 (s,2H), seskupeni O-CH,CH,O-B : 4,11 (t, 2H) a 3,81 (t, 2H),
seskupeni O-CH2CH,O-: ob& CHy-skupiny reéonuji vrozmezi 3,64-3,59 (m, 4H).
Hydrata¢ni voda: charakteristicky $iroky signal pfi cca 4,30.

"B NMR: Piekryv dvou sextet(i s pomé&rem intensit 1:1:2:2:2:1, tj. teoreticky 12
signald. Rozliditelnych je 11, dva splyvaji (pfi -22,1), Pouze signal pfi 23,4 je singlet
(Odpovida Bg-O-), ostatni jsou dublety. Mimoiadné velky rozsah spektra cca 52




~~~~~~

- 20 =

(Na od + 22,93 do -28,42) , je dan rozsahem spektra substituovaného ligandu —
v ném skryté signaly nesubstituovaného ligandu maji rozsah jen 22,5.

GB-24
[(1,2-C2BgH10)-3,3'-Co(1 "2'-C2BgH10)-8,8-u-N H-CH,-CH(OH)-CH,-8,8"-u-NH-(1",2"-
— C2BgH10)-3",3""-Co(1",2""-C2BgH1)]
Dvakrat po 150 mg (0,44 mmol) amino derivatu [(1,2-C2BgH10)-3,3'-Co(1°,2’-
- C2BgH10)-8,8"-p-NH]  pfipraveného podle popsané procedury H;SO; (Plesek J,
Hefmanek S, Base K, Todd LJ, F. WW. (1976) Collection Czechoslovak. Chem.
Commun. 41, 3509-3515; Plesek J, Rajabi FH, Vangani V, Fusek J. (1994) Collection
Czechoslovak. Chem. Commun. 59, 1326-1 336) bylo rozpusténo v diethylenglykol
dimethyletheru (DME) (15 ml) ve dvou barikach a k roztoku bylo v obou pfipadech
za michani v atmosféfe suchého dusiku piidano 12 mg NaH s velkym specifickym
povrchem (2 m?g™). Reakéni smé&s v bafice A byla michana 1h za laboratorni teploty,
pak bylo pies septum pfidano 35 pl epichlorhydrinu a reakéni smés byla michana 2h
za laboratorni teploty. Z bariky B byl obsah preveden vznikly roztok kanylou pres
septum do bariky A. reak&ni smés byla michana 2h pfi laboratorni teploté a pak za
refluxu po dobu 26h. Po ochlazeni byl do bariky pfidan silikagel pro chromatografii
(Merck, 2g) a rozpoustédio bylo odpafeno ve vakuu. Silikagel pokryty odpaifenymi
produkty reakce byl vnesen na kolonu naplinénou silikagelem (2x 25 cm) a produkty
reakce byly eluovany nejprve smési benzen-hexan 2: 1 do vymyti nezreagovarié
vychozi latky, pak benzenem. Byla jimana latka odpovidajici ¢ervené skvrné na TLC
(Silufol, benzen) s Re= 0,37. Roztok byl odpafen produkt byl znovu pfedistén
chromatografii na silikagelu. VytéZek 105 mg (32 %). .
'H NMR: 400 MHz, aceton-dg, 7,41 (2H, NH), 4,791 (2H, CH2), 4,241 (2H, CH) 3,
296 (8H, CHarboran.)-
"B NMR: (128 MHz) aceton-de: 5,044 s (4B), -1,021 d (4B), -8,66 d, -9,891 d, -1 1,15
d (16B), -15,77 d (8B), -25,59 d (4B).

GB-25

[3,3'-Co-~(1",2'-C2BgH11)(8-1,2-C;BgH1-(0-CH-CH,)40-8-1 12-C2BgH10)(1',2"-C2BgH11)-
-3,3-Co]Na,

[(8—HO-(CH2-CH20)2-1,2-C289H_10)(1',2'-CngH11)-3,3'-Co]Me3NH (100mg, 0,2 mmol)

pfipraveny postupem uvedenym niZe byl rozpuitén v bezvodém ethylenglykol —
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dimethy@teru (DME) (30 ml) a k roztoku byl za michani pfidan pevny NaH (98%)
s velkym specifickym povrchem (12 mg, 0,49 mmol). Reaké&ni smés byla michana za
laboratorni teploty 2h. Poté byla reakéni baiika evakuovana a oddestilovano 10 ml
rozpoustédla spolu se zbytky Me;N. Do baitky byl pfikapan roztok 8-dioxan-kobait
bis(dicarbollidu) (84 mg, 02 mmol) (Plesek J, Hefmanek S, Franken A, Cisafova |,
Nachtigal C. (1997) Collection Czechoslovak. Chem. Commun. 62, 47-56) v 20 ml
bezvodého toluenu. Reaké&ni smés byla za michani zahfivana 2h pfi 80}%0. Po
ochlazeni bylo pfidano Slé silikagelu Merck pro LC a rozpoustsdia byla odparena ve
vakuu. Silikagel byl vsypan na suchy sloupec stejného silikagelu 2,5x 25 cm a
produkt byl eluovén smési CH3CN-CHCI; 1: 3, byla jimana frakce obsahujici hlavni
Zluto-oranZovy pas. Rozpoustédia byla odpafena ve vakuu. Vyt&Zek 141 mg (82)‘:%).
Produkt byl charakterizovan "H a "B NMR NMR spektroskopii:

"H {"Bsciekivn} NMR, 400 MHz, aceton-dg: 4,15 (2H, CHyamoran.), 4,104 (4H,
CHiarboran-) 3,790-3,712 m (12H, CH,-O), 3,632 m (4H, CH2-0), [2,95] (H10"), [2,89]
(H4',7'), [2,69] (H10), [2,61] (H8’), [2,058] (H9',12), [1,846] (H4, 7, 9, 12), [1,73]
(H6'), [1,622] (H5', 11"), [1,541] (H5, 11), [1 ,46] (H6).

"B NMR: (128 MHz) aceton-ds: 23,92s (2B, B8), 5,57d (2B, B8'), 0,5d (2B, B10), -
2,47d (2B, B10), -4,6 d (4B, B4',7"), -6,92 d, -7,347 d (8B, B9, 12, 9°,12'), -8,63 d(4B,
B4, 7), 17,17 d (4B, B5', 11'), -20,21 d (4B, B5, 11), -21,97 d (2B, B&'), -28,44
d(2B, B6).

4. Testovani u€innosti znamych i novych latek in vitro

Znamé i nové latky byly nejprve testovany na svou schopnost inhibovat specifickou
aktivitu HIV proteasy in vitro s pouzitim &isté rekombinantni HIV proteasy a
chromogenniho peptidového substratu odvozeného z aminokyselinové sekvence
jednoho ze §té&penych mist virového polyproteinu. Testovani bylo provedeno podle
metﬂfody publikované jednim ze spoluautorli této PV (Konvalinka, J., Litera, J.,
We;er, J., Vondrasek, J., Hradilek, M., Sougek, M., Pichova, 1., Majer, P., Strop, P.,
Sedladek, J., Heuser, A.-M., Kottler, H. and Kraeusslich, H.-G. (1997). Eur. J.
Biochem. 250, 559-566). V typickém experimentu bylo k 15uM chromogenniho
substratu o sekvenci KARVNIeF(NO2)EANIe-NH; (kde Nle znaé&i norleucin a F(NOy)
je par?/-nitrofenylalanin) v 1ml acetatového pufru pH 4,7 obsahujiciho 0,3 M NaCl

/
pfidan rizné mnozstvi testovaného inhibitoru rozpusténého v DMSO (tak, aby finalni
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koncentrace DMSO nepieséahla 2,5 %) a reakce je odstartovana pfidanim disté
rekombinantni HIV proteasy do finalni koncentrace 8 nM. Priib&h reakce je sledovan
na spektrofotometru jako pokles absorbance pfi 305 nm. Hodnoty ICs5y a K;
testovanych slougenin byly vypogitany z experimentalnich dat jak bylo popsano v
praci (Majer, P., Urban, J., Gregorova, E., Konvalinka, J., Novek, P., Stehlikov4, J.,
Andreansky, M., Sedlacek, J. and Strop, P. (1993) Arch.Biochem.Biophys. 304, 1-8).
Mechanismus Géinku testovanych slou&enin (typ inhibice) byl uréovan ze zavislosti
pocate¢ni rychlosti reakce na koncentraci substratu pfi rdznych koncentracich
inhibitoru (Lineweaver-Burkiv vynos) a je demonstrovan na’@brazku 4. Dale byla
testovana ighibice pro wt HIV-2, mutant HIV-1 PR 3/1 a cathepsin D. Vysledky jsou
uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 1: Hodnoty ICsq jednotlivych inhibitor(l stanovené pro wt HIV-1 PR.

Inhibitor ICs
GB-1 6,1uM
GB-8 | 13,5 uM
GB-12 5,2 uyM
GB-16 6,2 uM
GB-18 1,1 UM
GB-21 130 nM
GB-22 50 nM
GB-23 550 nM
GB-24 160 nM
GB-25 60 nM

Tabulka 2: Hodnoty K; a ICs pro inhibitor GB-16 a riizné proteazy.

Typ rekombinantni proteasy ICso K
wt HIV-1 PR 6,2 uM 16,3 uM
wt HIV-2 PR 15,4 pM 7,4 uM
HIV-1 PR 3/1 13,4 uM 3,6 UM
cathepsin D 32,9 uM 17,2 uM




Pfiklad stanoveni mechanismu tginku inhibitoru GB16 vynosem dle Lineweavera a
Burka je znézorfien na obrazku 4. Proméfuje se zavislost pocatedni rychlosti
enzymove reakce na koncentraci substratu pfi riznych koncentracich inhibitoru (zde
0 a 15 uM). Méfeni bylo provadéno pfi pH 4,7; 371‘;0 v 0,1 M acetatovém pufru
obsahujicim 0,3M NaCl. Osa y: reciproka hodnota pocateéni rychlosti enzymové

reakce, osa x: reciproka hodnota koncentrace substratu (v mol/dm®). Jedn& se o
kompetitivni inhibitor.

5. Testovani inhibice infektivity viru HIV ve tkanovych kulturach

Blokovani infektivity HIV ve tkanovych kulturach bylo testovano variantou
publikované met@ody publikovaného postupu (Benyoucef S, Hober D, Shen L, Ajana
F, Gerard Y, Bocket-Mouton L, Mouton Y, Wattre P. (1996) Microbiol Immunol. 40(5),
381-8). Struéné, Hela buriky byly transfekovany DNA kédujici provirus pNL-43 viru
HIV obsahujici gen pro beta-galaktosidasu v misté virového genu nef v pfitomnosti
riznych koncentraci testovanych sloudenin. Supernatant transfekovanych bunék byl
pouzit k dalSimu kolu infekce reportérovych bunék. Infektivita byla kvantifikovana
enzymovou aktivitou beta-galaktosidasy v infikovanych bufikach a infikované buriky
byly viéualié‘ovény Z pouZitim chromogenniho substratu beta-galaktosidasy (X-gal).
Virové proteiny nové vytvofenych viriontl byly rozdéleny pomoci SDS PAGE a
imunochemicky vi§uali§ovény pomoaci protilatek proti kapsidovému proteinu (Western
blot).

InhibiCni vlastnosti slougenin GB-8, GB-12 a GB-16 byly stanoveny pokusy ve
tkafiovych kulturach. HIV byl produkovan v bufkach 293 T transfekovanych
provirovym klonem NL 4-3 s pouZitim Chen-Okayamovy metEody. V3echny
transfeckce byly provadény v duplikatech. Médium bylo vyméfiovano den po
transfekci a do Cerstvého média byly pfidavany inhibitory proteasy rozpusténé v
DMSO. Kontrolnf burfiky byly inkubovany ve stejné koncentraci DMSO jako
testované buiiky  Virova infektivita byla kvantifikovana  titraci buné&ného
supernatantu pomoci  bunék TZM (reportérové buriky nesouci ve svém genomu
LTR promotor z HIV spojeny s genem pro beta-galaktosidasu, aktivovanym Tat
proteinem produkovanym virem). Dva dny po infekci byly reporterové buriky lysovany
a fixovany smési methanol/ aceton. Beta-galaktosidasova aktivita infikovanych bunék
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byla viéuali%ovéna modrym zbarvenim po pfidani chromogenniho substraty X-gal.
Vysledek typického experimentu je ukazan na’obr. 5. Pokus dokazuje, e 10 pM
roztok inhibitoru GB-16 sniibje infektivitu HIV na cca Zj% pavodni hodnoty; 100 pM
roztok inhibitoru GB-8 byl zapotiebi pro srovnatelnou aktivitu.

Inhibitory GB-8, GB-12 a GB-16 blokuji infektivitu viru. Buiky 293T byly
transfekovany provirovym klonem NL4-3, Testované latky byly pfidany do média v
DMSO do finalni koncentrace naznacené vobrazku 5. Buné&né supernatanty
(obsahujici virus) byly sklizeny 2 dny po transfekci a titrovany pomoci TZM bunék,

které byly obarveny a infikované buriky byly spogitany. Kontrola bez inhibitoru byla
Y
poloZena rovna 100)‘\%.

Primyslova vyuZitelnost

Vynalez je vyuzitelny ve farmaceutickém pramyslu a v medicing k Ié&bé AIDS.
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Patentové naroky

1.Inhibitory HIV proteasy obsahujici klastry vybrané ze skupiny tvofené borany
a/nebo karborany a/nebo metallakarborany, s po&tem atomil boru v kazdém
individuainim klastru 6 az 12, kde naboj kazdého individuainiho boranového,
karboranového, nebo metallakarboranového klastru je 0,—1 nebo -2, boranové,
karboranové, nebo metallakarboranové klastry jsou periferné substituovany
skupinami zvy$ujicimi interak&ni energii mezi HIV proteasou a inhibitorem, pficemz -
pocet boranovych, karboranovych, nebo metallakarboranovych klastrl v molekule
inhibitoru je 1 az 9, pfitemz karboranové klastry v metallakarboranovych inhibitorech
jsou koordinovény na atom pfechodného kovu, vybraného ze skupiny tvofené Co,
Fe, NiaRu,

2.Inhibitory HIV proteasy podle naroku 1 obsahujici Klastry v nichz jsou pfitomné
dalsi heteroatomy, které jsou vybrany ze skupiny tvofené N, P, Si, Ge, Sn, S.

3. Inhibitory HIV proteasy podle naroku 1 a 2 obecného vzorce Iy

(ROAX—Y—2)n (D),

N

kde A je klastrovy anion BioH10®, B12H12%, CBsH,™, CB7Hs™,CB7Hs™, CBoH1o™,
CB1oH10'”, CB11H12", SiB1iH12™, SiB14H1,?, SnBy1H2, GeB11H1%?, 7,8-

~ CaBoH12, 7,9-CoBgH12™,SizB1oH12™, [(1,2-C2BoH41)2-3-Co(lIN]©, [(1,7-C2BgH11)-3-

— Co(llI)]?, [(C2BgH11)Co(lll)(C2BeH10)Co(lI)(CoBsH11)]?, [(1,2-CoBgH11)2-3-Fe ()],
[(1,7-C2BgH11)2-3-Fe(lI1)], [(1,2-CoBgH11)2-3-Ni(lI), [1 -(CsHs)Fe(I11)(CB1oH11)],
[(CsHs)Co(llN)(1,2-CB1oH11)]?, [(CsHs)NI(lI)(1,2-CB1oH11)]7, [(C2B1oH12)M(UIN]
nebo neutralni klastr 1,2-C5BgH10, 1,6-C2BgH10, 1,10-C2BgH1g, 1,2-C2B1oH12, 1,7-

—C2B1oH12, 1,12-CzB1oH12, P2B1oH10, SB11H11, NB11H14, PBy1H14, [(CsHs)(1,2-

— C2BoH11)}-Co(llN)], [(CsHs)(1,7-C2BgH14)-3-Co(lll)], [(CsHs)(1,2-C2BgH11)-Fe(lll)],
[(CsHs)(1,7-C2BgH11)-Fe(lll)], [(CsHs)(1,2-C2BgH14)Ni(lII)], [(CsHs)Fe(l1)(CsBgH11)],
[(CsHs)Ru(I1)(C3BgH11)], [(C3BsH11)2-Fe(ll)], [(CsHs)Fe(l)(CaB7H10)], [1-

— (CsHs)Fe(l)(PC2BgH1o)], [(C2BgH11)-Co(lll)(CaBaH11)], [(C2B1oH12)-M(H1)(CsHs)]
kde substituenty obecného vzorce —X—Y—2Z a R'jsou navazany na atomech boru,
uhliku nebo heteroatomech klastru A,




kdejje 1 az 3,

M znadi Fe, Co, Ni, Ru

a kde R’ je stejné nebo riizné a je vybrano ze skupiny obsahujici vodik, halogen,
methyl, hydroxy, fenyl, fenylen, thiol, methoxy a trifluoromethoxy skupinu,
mije0,1a2,

nje0az12,

X je rizné nebo stejné a znadi skupinu —O—, —C(=0)—, —CH,—, —N(R3)—,
—P(R%—, —S —, C4 az Cyg alkandiyl, —O(CH,CH,0)q—, fenylen substituovany
nezavisle 0 aZ 3 substituenty R,

v pfipadé& metallakarboran( typu [(1,2-C2BgH11)2-3-M(IINJ" je dale X mistkové
vazana skupina >§, >N, >P, >0O,P, >0,P(=0), fenylen substituovany nezavisle 0 az
3 substituenty R™, ethandiy! substituovany nezavisle 0 az 3 substituenty R™, na niz
je pfipojen substituent Y ,

kde M ma vpiedu v tomto naroku uvedeny vyznam,

kde q nabyva hodnot 0 az 12,

kde R® je stejné nebo riizné a znagi vodik, C; aZ Cs alkyl substituovany 0 a2 3 R,
C2 aZ Cq alkeny! substituovany 0 az 3 R™, C, a2 Cg alkynyl substituovany 0 a2 3 R,
a C3 aZ Cy4 karbocyklicky systém substituovany 0 az 5 R'® nebo 0 a2 5 R"", nebo 5-
az 1({}/3lenny heterocyklus obsahujici obsahujici 1 aZ 4 heteroatomy vybrané ze
skupiny tvofené z kysliku, siry a dusiku, nebo tyZ heterocyklus substituovany 0 a 2
R

kde R' je stejné nebo riizné a znadi ketoskupinu, halogen, kyanoskupinu,
—CH:N(R')(R®), —N(R")(R®), —C(=0)O(R"), —C(=0)(R®), —OC(=0) (R"), —O(R"),
C2 az Cs alkoxyalkyl, —S(=O)(R"), —NHC(=NH)NH(R), —C(=NH)NH(R?),
—C(=0)N(R")(R®), —N(R®)C(=0)(R"), =N—O(R®), —N(R®)C(=0)O(R®),
—OC(=0)N(R')(R®), —N(R")C(=O)N(R"}(R®), —N(R®)S(=0).N(R")(R®),
—N(R®)S(=0)(R"), —S(=0)N(R")(R®), C; az C4 alkyl, C, az C, alkenyl, C3 aZ Cro
cykloalkyl, C3 az Cs cykloalkylmethyl, fenylmethyl, fenethyl, fenoxy, fenylmethoxy,
nitro, C7 a2 Cyo arylalkyl, —C(=0)—NH(OH), —C(=O}—NH(NHz), —B(OH),,




sulfonamid, formyl, C3 aZ Cs cykloalkoxy, C1 az C4 alkyl substituovany —N(R7)(R®),
C4 az C4 hydroxyalkyl, methylendioxy, ethylendioxy, C1 az C4 haloalkyl, C; aZ C,
haloalkoxy, C1 az C4 alkoxykarbonyl, Cy az C, alkylkarbonyloxy, Cy az C,
alkylkarbonyl, C4 az C4 alkylkarbonylamino, —OCH,C(=0)0(R’), 2-(1-

- morfolino)ethoxy, azido, —C(R8)=N-—O(R8), Cs az Cy4 karbocyklicky zbytek
substituovany 0 az 5 R", nebo 5- a3 10-Clenny heterocyklus obsahujici bbsahujie] 1

az 4 heteroatomy vybrané nezavisle z kysliku, siry a dusiku, nebo tyz heterocyklus
substituovany 0 az 2 R"",

kde k nabyva hodnot 0, 1 a 2

kde R’ je stejné nebo riizné a znagdi

vodik, fenyl substituovany 0 az 3 R™, fenylmethy! substituovany 0 a2 3 R™, C; a2 C
alky! substituovany 0 a2 3 R™, C, aZ C, alkenyl substituovany 0 a2 3 R™, C a2 Cs
alkylkarbony! substituovany 0 aZ 3 R™, C; aZ Cs alkoxykarbonyl substituovany 0 a 3
R, C a2 Cg alkylaminokarbonyl substituovany 0 a2 3 R™, C; a2 Cs alkoxyalkyl
substituovany 0 aZ 3 R™, libovolnou chranici skupinu na aminoskuping, pokud jeR’
vazan na atom dusfku, nebo libovolnou chranici skupinu na hydroxyskupiné, pokud
je R” vazan na atom kysliku,

kde R™ je rlizné nebo stejné a znadi

H, keto, halogen, kyano, —CH,NH,, —NH,, —C(=0)OH, —OC(=0)(C1 az Cj3 alkyl),
—OH, C2 az Cs alkoxyalkyl, —C(=0O)NH,, —OC(=0)NHz, —NHC(=0)NH>,
—3(=0)2NHz, C4 aZ C4 alkyl, C; az C, alkenyl, C3 az Cqq cykloalkyl, Cs az Cg
cykloalkylmethyl, benzyl, fenethyl, fenoxy, benzyloxy, nitro, C; aZ C1q arylalkyl,
—C(=0)—NH(OH), —C(=0)—NH(NH,), —B(OH)2, Cj az Cg cykloalkoxy,

C1 az C, alkyl substituovany —NH,, C4 aZ C,4 hydroxyalkyl, methylendioxy,
ethylendioxy, C1 az C4 haloalkyl, C4 az C4 haloalkoxy, C4 a2 C, alkoxykarbonyl, C; a2
C, alkylkarbonyloxy, C1 az C4 alkylkarbonyl, C4 aZ C4 alkylkarbonylamino,
—OCH,C(=0)OH, 2-(1-morfolino)ethoxy, azido, aryl(Cy aZ Cj alkyl), Cs aZ C14
karbocyklicky zbytek, 5- az 10$c°:lenn)'/ heterocyklus obsahujici 1 az 4 heteroatomy
vybrané nezavisle z kysliku, siry a dusiku, nebo tyz heterocyklus substituovany 0 az
3RS,

kde R®, pokud je substituentem na uhliky, je rdzné nebo stejné a znadi
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fenyl, fenylmethyl, fenethyl, fenoxy, fenylmethoxy, halogen, hydroxy, nitro, kyano, C;
az C, alkyl, C3 aZ Cq cykloalkyl, C3 a Cq cykloalkylmethyl, C; a2 Cyq arylalkyl, C; az
C4 alkoxy, —C(=0)OH, , —C(=0)—NH(OH), —C(=0)—NH(NH,), —B(OH),, |
sulfonamid, formyl, C; a2 C, cykloalkoxy, —O(R’), C4 az C, alkyl substituovany
—NR")(R®), —N(R")(R®), C, a2 Cs alkoxyalkyl, C; a2 C4 hydroxyalkyl,
methylendioxy, ethylendioxy, C{ az Cy4 haloalkyl, Cy a2 C, haloalkoxy, Cy az C,
alkoxykarbonyl, C; az C, alkylkarbonyloxy, C; az C, alkylkarbonyl, C az C,
alkylkarbonylamino, — S(=0)(R7), — S(=O)2N(R7)(R8), —NHS(=0),(R?),
—OCH,C(=0)OH, 2-(1-morfolino)ethoxy, —C(R8)=N——O(R8),

5-az 1(\)?56Ienny heterocyklus obsahujici bbsahujief 1 aZ 4 heteroatomy vybrané
nezavisle z kysliku, siry a dusiku, nebo tyZ heterocyklus substituovany 0 az 3 R®, C,
az C4 uhlikaty fetézec jehoz druhy konec je pfipojeny k vedlej§imu atomu uhliku na

o

kruhu a vytvafi 5- nebo 6-Clenny kruh, tento 5- nebo {élenny kruh mlzZe byt

N2

substituovany na nékterém z alifatickych uhliki skupinami halogen, C1 az C, alkyl, C;
az C4 alkoxy, hydroxy,

—N(R")(R?), nebo pokud je R® pripojen k nasycenému atomu uhliku, R® méize byt =0
nebo =S,

kde k a R” ma vpfedu v tomto naroku uvedeny vyznam,

kde R® je stejné nebo rizné a znagi

vodik, hydroxy, trifluoromethyl, C, az Cq alkoxy, Cz az Cs alkenyl, fenylmethyl,
amino, C4 az Cg alky! substituovany 0 az 3 skupinami vybranymi nezavisle z hydroxy,
C1 aZ C4 alkoxy, halogen, amino, libovolnou chranfci skupinu na aminoskupinég,
pokud je R® vazan na atom dusiku, nebo libovolnou chranfci skupinu na
hydroxyskuping, pokud je R® vazan na atom kysliku,

kde R? je rtizné nebo stejné a znaé&i vodik nebo methyl,

kde R®, pokud je substituentem na dusiku, je rEuzhé nebo stejné a znadi
fenyl, fenylmethyl, fenethyl, hydfoxy, C1 aZ C4 hydroxyalkyl, C4 a2 C, alkoxy, Cq az
C4 alkyl, C3 az Cg cykloalkyl, C; a2 Cg cykloalkylmethyl, —CHN(R')(R®), —
— N(R")(R®), C, az Cq alkoxyalkyl, C; az Cy haloalkyl, C4 a2 C, alkoxykarbonyl, —
- C(=0)OH, C; az C, alkylkarbonyloxy, C; az C, alkylkarbonyl C(R8)=N——O(R8),
kde R” a R® maji vpiedu v tomto naroku uvedeny vyznam,
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R” a R® mohou byt alternativné pfipojeny tak, aby tvofily —(CHz)s—, —(CHz)s—,
—CH,CH2N(R®)CH,CH,— nebo —CH3;CH,OCH,CHy—,

kde R® je rzné nebo stejné a znagi

vodik, halogen, fenylmethyl, fenethyl, , ~—C(=0)—NH(OH), ——C(=O)—NH(NH2)
—B(OH)2, sulfonamid, azido, formyl, fenoxy, fenylmethoxy, nitro, kyano,
—CH:N(R")(R®), —N(R")(R®), —OCH,C(=0)OH, —C(=0)O(R"), —OC(=0)(R"),
—O(R’), C; aZ Cs alkoxyalkyl, —S(=0)(R’), —NHC(=NH)NH(R’), —C(=NH)NH(R"),
- —C(=0)N(R")(R®), —N(R®)C(=0)(R"), =N—O(R®), —N(R®)C(=0)O(R?),
OC(=0)N(R")(R?), —N(R")C(—O)N(R")(R®), —C(R®)=N—O(R®),
—N(R®)S(=0)N(R")(R®), —N(R®)S(=0),(R"), —S8(=0):N(R")(R®), C1 a2 C, alkyl, C,
az Cq4 alkenyl, C3 az Cyg cykloalkyl, C; az Cq cykloalkylmethyl, C; az Cyq arylalkyl, C;
az Cg cykloalkoxy, C a2 C4 alkyl substituovany —N(R7)(R®), C; a2 C, hydroxyalkyl,
C1 az C4 haloalkyl, C az C4 haloalkoxy, Cy a2 C, alkoxykarbonyl, C4 aZ C,4
alkylkarbonyloxy, C1 aZ C4 alkylkarbonyl, C4 az C, alkylkarbonylamino, 2-(1-
morfolino)ethoxy, —(C4 a2 C, alkyl)aryl substituovany 0 a2 2 R®, C5 a2 Cy4
karbocyklicky zbytek substituovany 0 az 3 R®, 5- a 10@:Ienny heterocyklus
obsahujici obsahujici 1 az 4 heteroatomy vybrané nezavisle z kysliku, siry a dusiku,

’

nebo tyZ heterocyklus substituovany 0 a 3 RS,
kde k, R%, R a R® maji vpfedu v tomto naroku uvedeny vyznam,

kde R", pokud je substituentem na uhliku, je rizné nebo stejné a znadi

fenethyl, fenoxy, Cs az Cqq cykloalkyl, C; a2 Cq cykloalkylmethyl, C; az Cy arylalkyl,
Cz az Cq alkoxyalkyl, methylendioxy, ethylendioxy, CjazC, alkylkarbonyloxy, —
NHS(=0)2(R®), fenylmethoxy, halogen, 2-(1-morfolino)ethoxy, —C(=0)O(R"),
—C(FO)—NH(OH), —C(=0)}—NH(NH;), —B(OH);, —C(=O)N(R')N(R")(R®),
kyano, sulfonamid, formyl, C3—Cg cykloalkoxy, Cq aZ C, haloalkyl, C az C,
haloalkoxy, C az C4 haloalkenyl, C, a2 C, haloalkynyl, —N(R)(R?), —C(R®)=N—
O(R?), —NO2—O(R"), —N(R™*)(R™), — S(=0)(R"), —S(=0)N(R")(R®)
—C(=0)N(R")(R®), —OC(=0)N(R")(R®), —C(=0)(R"), —OC(=0)(R®),
—OC(=0)O(R"), fenyl, —C(=O)N(R")—(C; a2 C, alkyl), N(R")(R®),
—C(=0)N(R"*)(R"™), — C(=0)—(C a2 C, alkyl)—~N(R")C(=0)O(R"),

C1 az C, alkoxy substituovany 0 az 4 skupinami nezavisle vybranymi ze skupin :

)
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—R®, C3 a2 Cs cykloalkyl, —C(=0)O(R), —C(=O)N(R")(R®), —N(R")(R®) nebo
hydroxyl, )

C1 az C4 alkyl substituovany 0 az 4 skupinami nezavisle vybranymi ze skupin:
—R?, =N(R®), =NN(R")C(=0)N(R”)(R®) nebo —N(R")(R?),

C2 az C4 alkenyl substituovany 0 az 4 RS, C, az C4 alkynyl substituovany 0 az 4 R®,
5-az Gil:'clenny heterocyklus obsahujici 1 az 4 heteroatomy vybrané nezavisle z
kysliku, siry a duslku, C3 aZ C4 uhlikaty fetézec jehoZ druhy konec je pfipojeny k
vedlejsimu atomu uhliku na kruhu a vytvafi 5- nebo 6-Clenny kruh, tento 5- nebo 6-
clenny kruh mizZe byt substituovany na nékterém z alifatickych uhlikd skupinami
halogen, C4 az C, alkyl, C4 a2 C4 alkoxy, hydroxy, —N(R7)(R®),

nebo pokud je R pfipojen k nasycenému atomu uhliku, R mase byt =O nebo =S,
kde k, R®, R a R® maji vpfedu v tomto naroku uvedeny vyznam,

kde R" je rlizné nebo stejné a znaci vodik nebo Cy aZ C; alkyl,

kde R™ je rlizné nebo stejné a znadi —C(=0)N(R7)(R®), —C(=O)N(R")NH(R?),
—C(=0)C(R%):N(R")(R®), —C(=0)C(R%);N(R")NH(R®),
—C(=0)C(R°)22N(R")C(=0)O(R’), —C(=0)H, —C(=0)(R®), —C(=0)—(C; az

Cs alky)—N(R")(R®), —C(=0)—(C; a2 C, alkyl)—, N(R")C(=0)O(R’) nebo 1 a2 3
aminokyseliny spojené amidovymi vazbami k atomu dusiku pomoci karboxylovych
skupin,

kde R% R’ a R® maji vpfedu v tomto naroku uvedeny vyznam,

kde R"", pokud je substituentem na dusfku, je rizné nebo stejné a znadi

fenyl, fenylmethyl, fenethyl, hydroxyl, C4 a2 C4 hydroxyalkyl, C; az C4 alkoxy, Cq az

C, alkyl, C3 az Cs cykloalkyl, C; aZ Cs cykloalkylmethyl, —CH,N(R')(R?),

—N(R)(R®), C2 a2 Cs alkoxyalkyl, C1 a C4 haloalkyl, C a2 C, alkoxykarbonyl,

—C(=0)OH, C4 aZ C4 alkylkarbonyloxy, Cqaz C, alkylkarbonyl nebo —C(R®)=N—
~O(R®),

kde R” a R® maji vpfedu v tomto naroku uvedeny vyznam,

kde Y je rlizné nebo stejné a zna&i C, aZ Cyo alkandiyl substituovany 0 az 4

skupinami R%; oligoethylenglykol, nebo substituovany oligoethylenglykol
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substituovany skupinou R? ; nebo C; a C1o cykloalkandiyl substituovany 0 az 4

skupinami R% —C(=0)—;

—8(=0)—; —P(=0)(OR’)—X—; —P(=0)(N(R*)(R*))—X—;
—P(=O)(N(R3)(R4))—X—; —C(=0)—X—; —(CF2)—; fenylen substituovany
nezavisle 0 aZ 3 substituenty R,

kde k, qa R® maji vpiedu v tomto naroku uvedeny vyznam,

kde R? je riizné nebo stejné a znadi vodik, —A, —X—A, —O(R"), —S(R"),

—N(R), —C(=0)O(R"), keto, C; a2 Cs alkyl substituovany 0 az 3 R%, C, az Cq
alkenyl substituovany 0 aZ 3 R®, fenyl, fenyl substituovany nezavisle 0 az 5
substituenty R, fenylen substituovany nezavisle 0 a2 3 substituenty R, alkynyl
substituovany 0 az 3 R%, C4 a2 Cs perfluoroalkyl, C; az C44 karbocyklus substituovany
0 a2 3 R%nebo 0 az 3 R®, nebo 5 a? az 10 a3 Clenny heterocyklus obsahujici 1 a2 4
heteroatomy vybrané nezavisle z kysliku, siry a dusiku, nebo tyz heterocyklus
substituovany 0 aZ 2, oligoethylene glykol, RS,

kde A, X, R®, R®, a R” maji vpfedu v tomto naroku uvedeny vyznam,

kde R* je riizné nebo stejné a zna&i vodik, C; a2 Cg alkyl substituovany 0 az 3 R'°,
Cz aZ Cq alkenyl substituovany 0 a2 3 R", C; a2 Cs alkynyl substituovany 0 a2 3 R
a C3 az C14 karbocyklicky zbytek substituovany 0 a2 5 R nebo 0 a2 5 R'", nebo 5-
az 10-Elenny heterocyklus obsahujici {absahU]’rcﬁ 1 aZ 4 heteroatomy vybrané
nezavisle z kysliku, siry a dusiku, nebo tyz heterocyklus substituovany 0 az 2 R"",
kde R™ a R"" maji vpfedu v tomto naroku uvedeny vyznam,

1

kde Z je rizné nebo stejné a znad&i vodik, A, —X—A, —C(=0)}—X—A,
—CH(OH)—X—A, —CH(NHz)—X—A, NH-A, NH-CH(OH)CH-NH-A
—S(=0)—X—A, —O—P(=0)(OR*)—X—A, —O—P(=0)(N(R*)(R*))—X—A, R® a C;
az Cyo alkyl substituovany 0 aZ 4 skupinami R?, '

kde k, A, X, R?, R® a R* maji vpredu y-tomto néreky uvedeny viznam,

a jejich farmaceuticky vyuZitelné sole.

4. Inhibitory HIV proteasy podle naroku 1 a 2 obecného vzorce £l
(R1 )nA(_X"‘Z)m Qﬁ)
Ay
kde A, X ,Z a R' a m,n maji }Lppedq v pfedchazejicim naroku uvedeny vyznam,
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a jejich farmaceuticky vyuzitelné sole.

5. Slougeniny
[(8-HO-(CH2-CH20)2-1 ,2-CngH1o)(1 ',2'-CngH1 1 )-3,3'—C0]Na

[8-(OH-1,2-C2BoH10)(1',2"-C2BgH11)-3,3-CoNa.nH,0
[8,8'-1-0-(C2B5H10)2-3-Co]Na

[(8-(HO)-P(0)0-1,2-CBgHi0) ~(1,2'-C,BgH10)-3-Co] Nag.nH,0
[(C2BgH10)2-3-Fe]Na.4H,0
[(1,2-CngH1o)-3,3'—Co(1’,2’-CngH11)-8-(OCH2CH2)2'OCH(CsHs)CHz(CsHs)(OH)]Na

[(1 12-C2BgH10)-3,3"-Co(1 ",2'-C,BgH4)-8-
— (OCH;CH2);0CH(CsHs)CH(CeHs)(OCH,CHy),-8"-0-(1 ",2"-C2BgH10)-3",3™-Co (1™ 2"
— CngHn)]N&z

[(1,2-C2BgH10)-3,3"-Co(1 ',2'-C2BgH10)-8,8"-p-N H-CH2-CH(OH)-CH,-8,8-u-NH-(1",2"-
— CngH1o)-3”,3"”-Co(1"’,2'"-CngH1o)]

a [3,3-Co-(1',2'-C2BgH14 )(8-1 ,2-CngH1o-(O-CHz-CH2)4O-8-1 12-C2BgH10)(1',2'-
— CngH11)-3,3'—Co]Na2,

6. Zplsob  pFipravy slougenin [(1,2-C2BgH10)-3,3"-Co(1’,2-C2BgH11)-8-
—~(OCH2CH2)ZOCH(C6H5)CH2(CGH5)(OH)]Na a [(1,2-C2BgH10)-3,3"-Co(1’,2'-C2BgH11)-8-
— (OCH20H2)ZOCH(CGH5)CH(CeHs)(OCHZCHz)z-S”-O-(1 ",2""-C2BgH10)-3",3""-Co(1",2'"-
— C2BgH14)]Na2 podle naroku 5, vyznadujici se tim, %e se na meso-hydrobenzoin

deprotonizovany jednim nebo dvéma ekvivalenty NaH pusobi za laboratorni teploty

roztokem obsahujicim jeden nebo dva ekvivalenty 8-dioxan-kobalt bis(dikarbollidu)

v toluenu.
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7. Zplsob pfipravy slougeniny [(1,2-CngH1o)-3,3’-Co(1’,2’-CngH10)-8,8’-p-NH-CH2-
— CH(OH)-CH2-8,8"-u-NH-(1 ",2"-C2BgH10)-3",3"-Co(1",2""-C2BgH10)] podie naroku 5,

vyznacujici se tim, Ze se na latku [(1 ,2-C289H1o)-3,3’-Co(1’,2’-CngH1o)-8,8'-u-NH]

deprotonizovanou NaH a rozpus$ténou v diethylenglykol dimethyletheru (DME) plisobi

za laboratorni teploty epichlorhydrinem a produkt se ziska purifikaci reakéni smési na
silikagelové koloné.

8. Zplsob piipravy  slougeniny [3,3'-Co-~(1",2-C2BgH11)(8-1,2-C,BgH1-(O-CH,-
— CH2)40-8-1,2-C;BgH10)(1',2'-C2BgH14)-3,3'-Co]Na; podle naroku 5, vyznadujici se tim,
Ze se na latku [(8-HO-(CHz-CH20)2-1,2-C2BgH10)(1',2'-C2BgH1+)-3,3'-Co]MesNH
deprotonizovanou NaH a rozpusténou v diethylenglykol dimethyletheru ¥DME) plisobi

za laboratorni teploty 8-dioxan-kobalt bis(dikarbollidem) a produkt se ziska purifikaci
reakéni smési na silikagelové kolonég.

9. Lecivo uréené k1écbé AIDS vyznadujici se tim, Ze obsahuje nejméné jeden
inhibitor HIV proteazy obecného vzorce {1}, podle naroku 3 a/nebo obecného vzorce
£11}% podle naroku 4.

10. Lecivo uréené k 1éEb& AIDS vyznadujici se tim, Ze obsahuje nejméné jeden z
inibitort HIV proteazy podle naroku 5.
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Obrazek 5.
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