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Abstrakt

HIV-1 protedza je aspartatova protedza, jeffivita je nezbytna v Zivotnim cyklu viru HIV. Je
odpowdna za &peni virovych polyproteiin na strukturni proteiny a enzymyhem zrani viru. Inhibice
tohoto enzymu vede k tvatbnezralych a tedy neinfékich virovych ¢astic. Uvedeni protedzovych
inhibitora na trh dramaticky zemilo Usgéch I&by retrovirové infekce. MnoZstvi viru v krevni praZ
pokleslo pod zjistitelnou Uroviea vyvoj nemoci se vyraZnzpomalil. Nicmén se zdala vyvijet
rezistence Kk inhibitégim. Prvni protedzoveé inhibitory vykazovaly nizkowdistupnost, #y fadu
nezadoucichdinki a snadno k nim byla vyvijena rezistence. Abyisel@Slo dmto neZadoucim jewn,
byly a jsou stéle vyvijeny inhibitory druhé genexaPochopeni mechanismu, kterym rezistencg v
ur¢itému inhibitoru vznika, je velmiideZité i vyvoji novych antiretrovirotik i g Klinické lécbe.
Kvuli vznikajici rezistenci je stale nutné nalézat éoepeptidové inhibitory s jeditieym rezistentnim

profilem, jingym zgisobem dinku a ojediglym chemickym sloZenim.

Tato doktorska praceipasi pohled do vyvoje rozdilnyctid neobvyklych proteazovych inhibitor
Objasiuje vyvoj rezistence O£ proteazovému inhibitoru nelfinaviru. Hlavriiast prace je vsak
zameiena na vyvoj a charakterizaci metalokarbérarmovych nepeptidovych inhibitbHIV-1 proteézy,

které gedstavuji slibné farmakofory sckEbnym potencialem.

Cile dizerta¢ni prace

Prvnim cilem této prace bylofipravit a enzymologicky, strukturdina termodynamicky
charakterizovat rekombinantni HIV-1 proteazy s roetai odpo¥dnymi za rezistencitgi inhibitoru
nelfinaviru. Hlavnim smyslem bylo pochopit, jak fedlivé mutace fispivaji k vazk nelfinaviru do
enzymu a jak dodateé mutace ovliiwiji jejich efekt. Pochopeni vlivu jednotlivych matana vazbu

nelfinaviru je dileZitou informaci pro vyvoj novych a lepSich inkdsi HIV-1 proteazy.

Béhem nahodného testovaniiznych anorganickych a organickych slenin jsme zjistili, Ze
metalokarborany jsou slibnymi inhibitory HIV-1 pedizy. Druhym cilem prace bylo tuto skupinu latek
enzymologicky charakterizovat, zjistit jejich inhihi schopnost &i protedze, u vybranych

metalokarborain urcit jejich specifitu a zda jsou schopny inhibovatultirezistentni HIV-1 proteazy.



Vysledky prace

V této praci jsem objasnil mechanismus vzniku terice Wéi nelfinaviru, proteazovému inhibitoru
prvni generace. Diky spolupraci s laborat®r.Mammana vramci patého ramcového programu
Evropské unie jsemijpravil fadu HIV-1 protedz obsahujicich mutace snizujici gézby nelfinaviru
do protedzy a tedy zvySujici rezistenci enzymunkutm inhibitoru. Typickou mutaci #pobujici
rezistenci k nelfinaviru je mutace D30N.iile se ¥tilo, Ze protedza nesouci tuto mutaci ztraci
duleZitou vodikovou vazbu k hydroxylové skupinelfinaviru. Strukturni a termodynamickou analyzou
jsme zjistili, Ze tato vazba je zachovana, alelmsta. Kinetickd analyza ukazala, ze #gjvvliv na
rezistenci w¢i nelfinaviru z testovanyh protedz ma protedza tanmmi D30N a N88D, kombinaci
¢asto se vyskytujici u paciéntécenych nelfinavirem a u kterych terapie timto intobém selhala.
Hlavni rozdil ve vazb byl zjiSt&n a vys¥¢tlen odliSnym vazebnym modetizenym molekulami vody.
Termodynamicka analyza odhalila tigmivy vliv téchto mutaci na entalpicky i entropickyigpivek
vazby. VSechny tyto analyzy byly provedeny i prdats mutantni proteazy. Metoda molekulového
modelovani pomohla vystlit vSechna zji&n4 data a ukazala, Ze entropie vazby hraje podstabii
pii vzniku rezistence k nelfinaviru.

Fed sedmi lety jsmedhem nahodného testovani stovek anorganickych anicigeh slogenin
objevili metalokarborany jako slibné inhibitory HiY proteazy. Nejprve jsme s uzitim enzymové eseje
metalokarborany charakterizovali a ziskali parayngdjich inhibicnich schopnosti. Nalezli jsmecity
vztah mezi inhikini aktivitou a strukturnimi rysy inhibitoru.ddteré metalokarborany byly ¢eny jako
nanomolarni nepeptidové inhibitory HIV-1 proteddyoktorka PavlinaRez&ova utila strukuru
komplexu HIV-1 proteazy se zé&kladnim metalokarbemranGB-18 a tim i jeho vazebny mdéd. Tato

struktura byla bec prvni zji&nou strukturou komplexu protein-karboran, ktera kglha vyfeSena.

Obrazek ¢.1 (a) Chemicky vzorec zakladniho metalokarboranu GB-181 &upiny jsou znazo&my
oranzovymi kultkami, CH skupinykernymi kulickami a ion kobaltu reprezentuje modréedbva koule. (b)
Struktura komplexu HIV-1 proteazy s&wa molekulami metalokarboranu GB-18, ziskana

rentgenostrukturni analyzou v laborator. Rez&ové na UOCHB AVCR.



Dale jsme zjistili, Ze metalokarborany inhib@glak®ji i HIV-2 protedzu a protedzu z mySiho
endogenniho retroviru MIA14. Velmi slabéz inhibuji dalSi aspartatové protedzy pepsiatagsin D.
U ostatnich typ protedz inhikini schopnost nebyla prokazanashBm vyvoje inhibitoft druhé
generace je nezbytné, abyélyn schopnost inhibovat multirezistentni protedzyiayté @i léche
ptedeSlymi inhibitory. Ukazalo se, Ze metalokarborgsou inhibitory HIV-1 protedzy s jeditisym
rezistentnim profilem. Dokazaly efekt&nnhibovat proteazy odvozené od pacient kterych léba
fadou inhibitodi selhala. Po mnoha ne@Spych pokusech se pdida Dr.Reza&ové objasnit také

strukturu komplexu protedzy s nanomolarnim metato@anem GB-80.
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Obrazek ¢.2 (a) Seznam pouzitych HIV-1 proteaz pro testovardistertnich profiki vybranych
metalokarborain (b) Graf vitalit (n&r in vitro rezistence) pro sedm klinicky uZivanych inhihitar ¢tyfi
metalokarborany a sedm rezistentnich proteaz. Gik&mizorce dchto ¢tyt metalokarborain jsou uvedeny

vedle grafu.
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