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Uvod

V této praci byla sledovana interakce vybraného za-
stupce ikosahedralnich metallakarboranti se tfemi cyklo-
dextriny (dale CD) lisicimi se velikosti vnitini kavity.

Metallakarborany jsou nové objevenou skupinou inhi-
bitortt HIV-1 proteasy zodpovédné za replikaci viru
a pfedstavuji tedy potencidlni virostatika pro 1é¢bu HIV
infekce'!. Mezi vyznamné vlastnosti metallakarborani
patii vysoka stabilita, rigidita skeletu a delokalizace naboje
po jejich povrchu. Hydrofobni charakter metallakarborant
zpusobuje jejich nizkou rozpustnost a spontanni agregaci
ve vodném prostiedi?, s &imz souvisi problémy pii testova-
ni i potencidlnim farmaceutickém vyuziti.

Nezbytnou podminkou pro 1écbu je predevsim trans-
port U€inné latky do bun¢k. Jednou z moznosti solubilizace
inhibitori a zlepSeni transportu je vytvofeni optimalné
stabilniho komplexu s latkami schopnymi prochazet bu-
nécnou sténou. Tento komplex ma byt natolik stabilni, aby
zarovenl zabranil vzniku neZaddouciho komplexu metalla-
karboranu se sérovym albuminem pfitomnym v relativné
vysokych koncentracich v krvi. Vhodnymi stericky a tva-
rové komplementarnimi ligandy pro komplexaci metalla-
karborant jsou praveé CD. Jsou to obecné cyklické oligosa-
charidy tvofené nékolika jednotkami a-D-glukopyranosy
(obr. 1) spojenymi vazbou a-1,4. Maji tvar dutého kornou-
tu s relativné lipofilngjsi kavitou ve srovnani s vnéjSim
hydrofilnim povrchem. Jejich dal§imi, z farmaceutického
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hlediska vyhodnymi, vlastnostmi jsou nizkd toxicita
a snadné odbouratelnost.

Vazba metallakarboranu (obr. 2) do lipofilnich kavit
CD je umoZnéna diky interakcim mezi opacn€ nabitymi
vodiky® (dale H-H miustky), které stabilizuji vznikajici
inkluzni komplexy. Polarizované H-H miistky obsahuji
vzdy vodik z CD s kladnym parcialnim nabojem a vodik
se zapornym parcidlnim nabojem véazany na elektropozi-
tivni bor.
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Experimentalni ¢ast

Vsechna spektra "H NMR byla méfena na NMR spek-
trometru Varian, model Mercury Plus (pracovni frekvence
300 MHz). Spektra byla vztazena vi¢i methylovému sig-
nalu terc-butanolu umisténému v uzaviené kapilare vloze-
né do NMR kyvety s méfenym roztokem. Jako rozpouste-
dlo byla pouzita deuterovana voda (99,8 %-D Sigma Ald-
rich). Méfeni byla provadéna za konstantni teploty 298 K,
v ptipad¢ y-CD pfti 323 K kvili urychleni chemické vymeé-
ny.

Pouzité¢ chemikalie: kobalt(3+) bis(1,2-dikarbollid)
sodny (obr. 2), 18,2 hm.% vody (urceno termogravimetri,
ovéfeno metodou Karla Fishera a elementarni analyzou),
rozméry — pramér 0,51 nm, délka 0,91 nm. a-CD (6 glu-
kosovych jednotek), 10,0 hm.% vody (ureno elementarni
analyzou), rozméry — vnitini primeér kavity 0,52-0,57 nm
a hloubka kavity 0,80 nm. B-CD (7 glukosovych jednotek),
13,7 hm.% vody (ur¢eno elementarni analyzou), rozméry —
vnitini primér kavity 0,64—0,78 nm a hloubka kavity
0,80 nm. y-CD (8 glukosovych jednotek), 8,9 hm.% vody
(ureno elementarni analyzou), rozméry — vnitini primér
kavity 0,75—0,95 nm a hloubka kavity 0,80 nm.

Pro rizné koncentrace jednotlivych CD byly méreny
'H NMR titra¢ni kfivky, tj. sledovany zmény chemickych
posunti po piidavcich metallakarboranu, pricemz celkova
koncentrace CD byla udrZzovana konstantni. U vSech CD
byl sledovan predevsim signal 'H-3 (obr. 3) nachézejici se
na $irS§im vnitfnim okraji kavity, ktery vykazuje nejvétsi
zmény chemického posunu. U signalu 'H-5 jsou zmény

Obr. 1. Tvar molekuly a-, B-, v-CD (n = 6,7,8) s Cislovanim
atomi
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Obr. 2. Ikosahedralni metallakarboran - kobalt(3+) bis(1,2-di-
karbollid) sodny
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Obr. 3. 'H NMR spektra metallakarboranu (nahoie), a-CD
(uprostied) a jejich smési (dole); méteni provadéno v D,O
s vnitini kapilarou pro referencovani, spektra obsahuji zbytkové
signaly rozpoustédla

chemického posunu podstatné mensi a nelze je sledovat
v pribéhu celé titrace, protoze nastava prekryv se signalem
'H-6. Zmény chemickych posunti pro dalsi vodiky CD
jsou pro vyhodnoceni piili§ malé a signaly vodikti z OH
skupin nelze sledovat v deuterované vodé kvuli probihajici
chemické vymeéné s jadry deuteria z rozpoustédla.

Roztoky byly vzdy pfipravovany bezprostfedné pred
vlastnim méfenim a byly sonifikovany pro zajisténi homo-
genity. Bylo ovéfeno, Ze pozorovana zména chemického
posunu je Casové nezavisla v ramci nékolika hodin. Po
nékolikadennim stani se roztoky stavaji nehomogennimi —
ziejm¢ v disledku agregace obou slozek samotnych
a pravdépodobné i vzniku smésnych agregati CD a metal-
lakarboranu.

Vysledky a diskuse

Nejveétsi zmény chemického posunu a-CD, B-CD
i y-CD byly pozorovany vzdy na signalu 'H-3 nachazeji-
cim se na §irS§im vnitinim okraji kavity. S rostouci vzdale-
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nosti od SirSiho okraje zmény chemickych posunt ostat-
nich 'H signali klesaji, z ¢ehoZ Ize usuzovat na vnofovani
metallakarboranu do kavity CD $irSim hrdlem. Analogicky
nejvétsi zmény chemickych posuni signala *C byly pozo-
rovany pfi §irS$im okraji CD. Vzhledem k nejvyssi citlivosti
ke komplexaci byly pro vyhodnoceni vybrany signaly 'H-3.
Priklad pozorovanych zmén ve spektru pfi titraci a-CD je
uveden na obr. 3.

Pro vyhodnoceni titra¢nich kfivek a urCeni parametrQ
bylo vyuzito matematického modelovani, tj. navrzeni moz-
nych produktd komplexac¢nich rovnovah v souladu
s teoretickymi predpoklady a naméfenymi daty a nalezeni
parametrt tohoto modelu.

Uvazované komplexy jsou schematicky znazornény
na obr. 4. Nejjednodussi komplex 1:1 spociva v inkluzi
metallakarboranu do kavity CD, relativné mélké zanoteni
dané velikostmi obou latek umoznuje vznik symetrického
komplexu 2:1. Komplex 1:1 mize komplexovat dalsi vol-
ny metallakarboran a vznika tak komplex 1:2. Komplex
2:2 si lze predstavit jako neinkluzni komplex dvou inkluz-
nich komplext 1:1. Oéekavana interakce mezi dvéma me-
tallakarborany v komplexech 1:2 a 2:2 by mohla vzniknout
priblizenim volnych (tj. bez CD) subklastrii metallakarbo-
rantl, mezi nimiz by se nachazel solvatovany sodny kation.

Vznik riznych typt komplexti A;B; (A znaci cyklo-
dextrin a B metallakarboran) podle rovnic

iA+ JB—=AB,
lze popsat rovnovaznymi konstantami
_IAB)]
" [AT[BY

Pro pozorovanou zménu chemického posunu signalu 'H-3
cyklodextrinu jako sledované latky plati v pfipad€ rychlé
chemické vymeény vztah

D D iAS,[AB)]

=l j=1
c(A)

obs

Ad

kde c(A) je celkova analyticka koncentrace cyklodextrinu,
jehoz signal je sledovan. Minimalizaci sumy kvadratl
odchylek experimentalnich a modelovanych hodnot Adgs
se ziskaji optimalizované hodnoty parametri matematické-
ho modelu.

w+(e +@+ fO e

Obr. 4. Schematické znazornéni moZnych typi komplexi CD
(lichobé&znik) s metallakarboranem (oval): 1:1, 2:1, 1:2, 2:2
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Obr. 5. Zavislost zmény chemického posunu signilu 'H-3 o-CD,
Ad,ps, Na poméru latkovych koncentraci metallakarboranu
vici a-CD, n, pii teploté 298 K; koncentrace a.-CD v mmol I
0,15(@); 0,38(0); 2,3(M); 8,5(®). Prolozeni kiivek pomoci mode-
Iu 1:1 s konstantou stability 899 a hodnotou Ad;; = 89,2 Hz

Pro zkoumanou soustavu rovnovah byl vytvofen mo-
del, kde kazdy produkt je popsan dvéma parametry: kon-
stantou stability komplexu K;; a tzv. ,,complexation indu-
ced shift“ Ay, tj. rozdilem chemického posunu daného
signalu v komplexu oproti posunu nekomplexovaného CD.
V piipadé¢ nesymetrickych komplexi obsahujicich vice nez
jednu molekulu sledované latky (cyklodextrinu) odpovida
A8; zprimérované hodnoté AS vSech molekul sledova-
né latky z komplexu. Snahou bylo pouzit pro dany
systém minimalni pocet vznikajicich komplext — v této
pracii,j € {1, 2}. Pouzivani viceparametrovych modeli je
obecné nezadouci, protoze hrozi vzajemna korelace mezi
parametry.

Nameéfené titracni kiivky pro systém o-CD + metalla-
karboran odpovidaji kvalitativné komplexaci se stechiome-
trii 1:1, jak 1ze ocekavat podle zlomu na kiivce ziskané pro
nejvyssi koncentraci a-CD. Pro vyhodnoceni konstanty
stability jsou vhodné® kfivky zméfené pii dvou nizich
koncentracich. Hodnotu konstanty stability komplexu
a prolozeni titracnich kiivek je vidét na obr. 5. Hodnota
konstanty stability byla nezéavisle ovéfovana pomoci iso-
termalni kalorimetrie (ITC). Ziskana hodnota konstanty
stability pro vznik komplexu se stechiometrii 1:1 se sice
pomérné dobtfe shoduje s hodnotou ziskanou z NMR, ale
s ohledem na rozpustnost latky lezela tato hodnota na
hranici méfitelnosti ITC. Model predpokladajici vznik
komplexti 1:1 a 2:1 dava lepsi prolozeni vSech ¢tyt kiivek
najednou, coz ovsem muze byt i disledek vétsiho poctu
nastavitelnych parametri. Na druhou stranu takovy model
vychazi z velikosti a symetrie metallakarboranu a velikosti
kavity CD a z analogie s vysledky u systému B-CD + me-
tallakarboran.

Pribéeh titracnich kiivek u systému B-CD + metalla-
karboran na obr. 6 vyluuje, ze by se mohlo jednat vy-
hradné o komplex 1:1. Jednotlivé titra¢ni ktivky lze prolo-
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Obr. 6. Zavislost zmény chemického posunu signalu 'H-3
B-CD, Ad,ps, na poméru latkovych koncentraci metallakarbora-
nu viidi B-CD, n, pii teploté 298 K; koncentrace B-CD v mmol I™":
0,16 (H); 0,47 (O); 1,5 (@). Data propojena pro lepsi piechlednost

zit modelem 1:1 a 2:1, pro soucasné prolozeni vSech kii-
vek vSak tento model selhdva. Teprve model zahrnujici
vznik produktt se stechiometrii 1:1, 2:1, 1:2, 2:2 spliuje
vSechny nezbytné podminky a vztahy mezi jednotlivymi
parametry a vystizné proklada naméfena data. Komplexace
je urcité vyrazné silné€jsi, coz odpovida hlubsimu zanoteni
metallakarboranu do vétsi kavity CD. Rovnéz prubéh kii-
vek ITC svéd¢i o vzniku vice typi komplext a o fadové
silngj8i komplexaci ve srovnani s a-CD. Pro priikaznéjsi
popis komplexace u tohoto systému bude tfeba soucasné
vyhodnotit vysledky z vice analytickych metod, coz bude
predmétem dalsiho studia.

Jednotlivé kiivky y-CD + metallakarboran (obr. 7)
maji sice podobny pribc¢h jako v piipadé B-CD, ale
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Obr. 7. Zavislost zmény chemického posunu signalu 'H-3 y-CD,
Adsps, Na poméru latkovych koncentraci metallakarboranu
vii¢i y-CD, n, p¥i teploté 323 K; koncentrace y-CD v mmol 17";
1,9 (@); 4,3 (O); 14 (M). Data propojena pro lepsi prehlednost
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k vystizeni jejich pribéhu se dvéma extrémy nestaci model
1:1 a 2:1. Celkové v8ak ani model vyuzity u $-CD (4. 1:1,
2:1, 1:2, 2:2) neni schopen uspokojivého prolozeni vSech
naméfenych dat najednou. Je mozZné, Ze vznika jeSt€ vice
typt komplext, také zde mtze diky vétsi velikosti kavity
dochazet ke vzniku slozitéjsich smésnych agregatli. Pfesto
Ize predpokladat srovnatelné konstanty stability s p-CD
vzhledem k velikosti kavity (vétsi oproti a-CD i B-CD, ale
umoziujici jesté efektivni tvorbu H-H mustki). Za labora-
torni teploty je ve spektrech pozorovana pomald chemickd
vyména znemoznujici odecet zmén chemického posunu,
proto byla méfeni provadéna pii teploté 323 K. U kom-
plexace B-CD bylo vsak ovéfeno, ze pribéh titracni kiivky
touto zmeénou teploty neni vyrazné ovlivnén.

Kromé vzniku inkluznich komplextit CD mize rovno-
vahu ovlivilovat také agregace metallakarboranu, jejiz
pribéh je viak zndm pouze na kvalitativni Grovni’. K in-
tenzivni agregaci dochdzi paradoxné pii velmi nizkych
koncentracich metallakarboranu a potom pfedev§im pfi
velmi vysokych koncentracich. Je zndmo, ze agregaci me-
tallakarboranu 1ze potlacit pifidavkem methanolu. V této
praci vSak bylo pozorovédno, ze uz 10 % methanolu ve
vodé zcela zabrani tvorbé komplexu s CD (data nejsou
ukazana). Rovnovazny proces muze dale ovlivnit také
agregace CD, ktera se uplatiuje pii koncentracich vyssich
nez 3mM (cit.*). Zahrnuti tdchto fenoménii do popisu
rovnovahy sice zpusobi zlepSeni priibéhu prolozeni experi-
mentalnich dat, avSak za cenu dalsiho nartstu poctu opti-
malizovanych parametri matematického modelu.

Zavér

V praci bylo ukazano, ze cyklodextriny mohou slouzit
pro komplexaci ikosahedralnich metallakarboranti a Ze 1ze
velikosti kavity modulovat stabilitu komplexu. Tento fakt
je dilezitym kritériem v dalSim testovani metallakarborant
pro uvedené farmakologické aplikace. Tvorba stabilnich
inkluznich komplext otevird mozZnost formula¢ni strategie
pro potencialni 1éCiva.

Tato prdce vznikla za financni podpory Vyzkumného
zaméru MSMT CR ¢ 6046137307, Centra pro vyzkum
novych antivirotik a cytostatik 1M0508 MSMT CR a Cent-
ra LC 512.
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Metallacarboranes and their derivatives are the re-
cently discovered inhibitors of HIV protease. The main
goal of this work was to study the interaction of parent
metallacarborane derivatives  with cyclodextrins (CD)
differing in the inner cavity size. This interaction can im-
prove the drug solubility and its transport to the cells. For
a-, B- and y-CD, NMR titrations with sodium cobalt(III)
bis(1,2-dicarbollide) were performed at various CD con-
centrations. It was found that the greatest change in the 'H
NMR chemical shift is observed at position 3 of CD on the
inner broader rim of the cone-shaped molecule of CD. For
a-CD, the NMR titration curves correspond to the 1:1
stoichiometry and to the stability constant ca. 900. For -
CD, simultaneous formation of 1:1 and 2:1 complexes and
higher stability constants at least by two orders of magni-
tude follow from the titration curves. For y-CD, more than
two types of complexes are present. It was shown for -
CD that the increased temperature does not significantly
influence the titration curves. The model, consisting of
a high number of adjustable parameters, for the determina-
tion of stability constants of the complexes must be con-
firmed by independent analytical methods such as isother-
mal calorimetry and X-ray structure determination.



