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Seznam zkratek

acac acetylaceton

AcOH kyselina octova

ADP adenosindifosfat

ATP adenosintrifosfat

Boc terc-butyloxykarbonyl

CAT katalaza

DCM dichlormethan

Dde 1-(4,4-dimethyl-2,6-dioxocyklohex-1-yliden)ethyl
DEAC 3-karboxy-7-(diethylamino)kumarin, kumarin D
DIC diisopropylkarbodiimid

DMAP 4-dimethylaminopyridin

DMF N,N-dimethylformamid

DMSO dimethylsulfoxid

EtOH ethanol

FRET Forsteriiv rezonan¢ni pienos energie

FITC fluorescein isothiokyanat

Fmoc fluorenylmethyloxykarbonyl

GPx glutathionperoxidaza

GSH glutathion

hmpa triamid kyseliny hexamethylfosfore¢né

HOBt 1-hydroxybenzotriazol

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

in situ v misté

in vitro ve zkumavce (v laboratornich podminkach)

in vivo V zivém organismu

LC/MS kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii
MeOH methanol

Mtt 4-methyltrityl

NIR blizké infracervené zareni



NMP
PEG
POM
Prx

PS

RNS
ROS

rt

SOD
TBDMS
TBDMSCI
TFA
TRIS

X0

N-methylpyrrolidon
polyethylenglykol

paraoxon methyl
peroxiredoxin

polystyren

reaktivni formy dusiku
reaktivni formy kysliku
pokojova teplota
superoxiddismutaza
terc-butyldimethylsilyl
terc-butyldimethylsilyl chlorid
trifluoroctova kyselina
2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol

xanthinoxidaza
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Uvod

Zivé organismy se skladaji z mnoZstvi riznych bunék obsahujici obrovské mnoZstvi
biomolekul, jejichz koncentrace, chemické modifikace a interakce jsou obecné piesné
fizeny a regulovany. Jednim z ciltt molekularni biologie je rozlusténi presného fungovani
tohoto slozitého systému interagujicich molekul jak uvnitf, tak mezi buiikami. Protoze
jak biomolekuly, tak i ostatni ¢astice v Zivé bufice neni mozno pozorovat piimo, védci se
musi spoléhat na specialni technologie a pristupy, které je informuji o chovani
sledovanych molekul.!

Metody, kterymi Ize ,,vidét do téla“ nebo ,,vidét do bun€k®, jsou nezbytné jak pro
diagnostiku a 1écbu nemoci, tak pro studium nejriznéjSich Zivotnich procesti uvnitf
bunék, ¢i celych organismii. Jelikoz je zddouci, aby pouzité metody byly neinvazivni,
stavaji se techniky pro vizualizaci fyziologickych a patofyziologickych zmén v téle a

Mezi nejrozsifenéj$imi metodami detekce téchto zmén dominuje fluorescencni
spektroskopie. Fluorescen¢ni zobrazovani oproti jinym technologiim, jako je naptiklad
radioizotopové znaceni, zobrazovani magnetickou rezonanci (MRI) ¢i elektrochemicka
detekce, ma pro tento Gcel mnoho vyhod. Poskytuje vysoce citlivou, méné invazivni a
bezpecnou detekci pouzitim snadno dostupnych nastroji s rychlou odezvou.
Fluorescenéni sondy zalozené na organickych molekulach se dnes staly
nepostradatelnymi néstroji v moderni chemické biologii, protoZe poskytuji dynamické
informace tykajici se lokalizace a mnozstvi sledovanych molekul. Pfedpoklada se, Ze
metody vyuzivajici fluorescenéni sondy, budou i v budoucnu hrat Gsttedni roli v oblasti
studia intracelularnich a jinych procestu s aplikacemi jak v akademické sféte, tak téz
vV priimyslu.t?

V soucasné dobé¢ existuje obrovské mnozstvi fluorescencnich sond, které slouzi
k detekci a stanoveni napfiklad kationtd kovi (Mg?*, Ca?*, Zn?* atd.)®*®, sacharidi®,
aktivit riiznych enzyma’, reaktivnich forem kysliku (ROS)%, reaktivnich forem dusiku
(RNS)?, aniontii®® & pHL. Takovéto sondy miizeme dale rozlisit podle toho, jestli detekuji
jeden ¢i vice sledovanych parametrti zaroven. Multifunkéni fluorescen¢ni sondy jsou

tfidou sond, které rozpoznavaji dvé nebo vice latek soucasné pomoci jedné molekuly.
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Takové sondy jsou zajimavéj$i nez senzory reagujici na jeden analyt, diky jejich
simultannim a diskrimina¢nim zméndm barva/emise v pritomnosti analytd. To jde
obvykle ruku v ruce s hospodarnosti, s mensi spotfebou casu a vétsi jednoduchosti a
efektivitou analytickych metod. Na druhou stranu konstrukce multifunk¢nich
fluorescen¢nich sond pro biologické zobrazovani ma ve srovnani s monofunkénimi
sondami jedinecné pozadavky a pii jejich aplikaci je tfeba ptekonat fadu problému
spojenych napiiklad s interferenci.'?

Nazornym ptikladem uspé$Sné multifunkéni fluorescencni sondy je bifunkéni
sonda Mito-CM-BP, navrhnut4 a piipravena skupinou Zhang a spol.3, ktera slouzi pro
pfesnou a citlivou detekci glutathionu (GSH) a SO2. V rakovinovych bunikach sonda
odhalila zptsob produkce SO2 metabolismem GSH, diky ¢emuz poskytla jednoduchy a
uéinny nastroj pro klinickou diagnostiku a 1é¢bu rakoviny plic.

Dulezitym analytem sledovanym v mnoha biochemickych procesech je peroxid
vodiku (H202) jako neradikalova reaktivni forma kysliku generovana béhem mnoha
(pato)fyziologickych podminek. V zavislosti na svém casoprostorovém akumulacnim
profilu miize tato molekula plisobit jako signalni posel nebo zptsobit oxida¢ni poskozeni.
Stanoveni bunééného H:0: je tedy klicové pro dalsi pochopeni fyziologickych a
patologickych procesii uzce souvisejicich s intracelularnim H20,.14

Produkce ROS je spousténa vystavenim buiiky riznym stresovym a cytotoxickym
stimultim, mezi néz patii naptiklad i vysoké koncentrace serinovych proteaz. Aoshiba a
spol.t® se zabyvali touto problematikou a dokazali, Ze protedzou indukované zvyseni ROS
prispiva k cytotoxicité, protoze bunéfna smrt vyvoland protedzami byla zmirnéna
oSetfenim katalazou, kterd rozkladda H202, a urychlena pfidavkem aminotriazolu,
inhibitorem katalazy. AvSak nepotvrdili, zda protedzy stimuluji specifickou signalizaci
ke zvySeni hladin ROS.

Ve své bakalarské praci se vénuji navrhu a piipravé modelovych multifunk¢nich
fluorescenénich sond, které maji reflektovat zvySenou koncentraci peroxidu vodiku a

proteolytickych enzyma trypsinu a chymotrypsinu.
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Cile prace

Cilem bakalaiské prace je syntéza navrzenych multifunkénich fluorescenénich sond pro
detekci piitomnosti peroxidu vodiku a protedz trypsinu a chymotrypsinu za pomoci
standardni peptidové syntézy na pevné fazi. Sondy maji byt slozeny ze dvou Casti. Na
koncich fetézce prvni ¢asti maji byt navazana dvé fluorescenéni barviva a na druhé ¢asti
pak bude navazano tfeti barvivo. Detekce peroxidu vodiku je zalozena na hetero Diels-
Alderové reakci indukované peroxidem vodiku mezi dvéma ¢astmi sondy. Dale ma sonda
obsahovat specifické misto ve struktuie, kde dochazi ke $tépeni linkeru odpovidajicim

enzymem. ZjednoduSeny princip fungovani sond pfedstavuje Schéma 1.

protedza

=

NH-OH

\/ g (LG

H,0, \%/:
proteaza

Schéma 1: Obecny princip fungovani multifunkénich fluorescencnich sond.

Jednotlivé dil¢i cile bakalaiské prace pak zahrnuji:
1. vyvinuti jednoduché a reprodukovatelné syntézy vedouci k ptipravé sond
2. ptipravu a vyc€isténi sond v dostatecném mnoZstvi
3. ovéfeni fluorescen¢nich vlastnosti vybrané sondy
4. ovéfteni fluorescencnich vlastnosti sondy Vv ptitomnosti peroxidu vodiku
5

ovéteni fluorescencnich vlastnosti sondy v pfitomnosti enzymu.
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Teoreticka ¢ast

1. Peroxid vodiku a jeho vyznam v bunéném

metabolismu

Vsechny zivé systémy fungujici v aerobnich podminkach obsahuji reaktivni formy
kysliku (ROS), coz je t¥ida radikalovych nebo neradikélovych latek obsahujicich kyslik.®
Radikaly obsahuji jeden nebo vice neparovych elektrontl, a patii mezi né superoxid,
hydroxylovy radikél nebo singletovy kyslik. Mezi neradikalové derivaty kysliku se fadi
peroxid vodiku a kyselina chlorna.’

Fyziologické koncentrace ROS jsou prospésné, zajist'uji bunécné signalni drahy a
ochranu pted invazivnimi patogeny.*® Avsak pii §patné regulaci se ROS mohou hromadit
nukleové kyseliny a lipidové molekuly, ¢imZ pfispivaji k pfedCasnému starnuti a
chorobnym staviim spojenych s vékem jako jsou naptiklad neurodegenerativni poruchy,
diabetes ¢i rakovina. Z tohoto divodu si organismy vyvinuly molekularni systémy,
véetn¢ antioxida¢nich metaloenzymu jako superoxiddismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) a
katalaza (CAT, EC 1.11.1.6), a také fadu redoxnich parti na bazi thiold, aby vychytaly a
neutralizovaly nadbytek ROS jakozto moznou hrozbu pro buiiku.®
vyskytujici se v aerobnich organismech. Hraje diilezitou roli jako marker oxida¢niho
stresu a intracelularni druhy posel pii pienosu signalu. Mlze aktivovat signalni drahy
mnoha biologickych procest jako je bunécna proliferace a diferenciace, oprava tkani,
zanét, cirkadianni rytmus a starnuti. Signalni vlastnosti mize peroxid vodiku projevovat
diky své relativni stabilité, vysoké rychlosti difuze a selektivni reaktivité. Funkce
peroxidu vodiku V bunice zavisi zejména na jeho lokalni koncentraci, Kinetice jeho
produkce a eliminace a na pfitomnosti dalsich ¢astic v jeho okoli. Naptiklad v pfitomnosti
volnych redoxné aktivnich kovovych ionti mohou netoxické fyziologické hladiny

peroxidu vodiku vést ke vzniku vysoce toxickych hydroxylovych radikala. Tyto reaktivni
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radikaly pak bez rozdilu oxiduji prakticky jakoukoliv organickou molekulu, se kterou se

setkaji.}420

1.1 Generace peroxidu vodiku v burce

Jiz vice nez 60 let je zndmo, Ze se peroxid vodiku tvoii pfirozené v zivych organismech.
Hlavnim zdrojem jeho tvorby je enzymaticky katalyzovana dismutace superoxidového
aniontového radikalu. Dale je vedlejsim produktem dvou-elektronové redukce
molekularniho kysliku v reakcich katalyzovanych oxidazami, jako jsou napiiklad
xantinoxidaza (XOR), acyl-CoA oxidaza (EC 1.3.3.6), oxidaza D-aminokyselin
(EC 1.4.3.3) a dal3i.®

V sav¢ich bunkach koexistuji dvé formy produkce peroxidu vodiku, definované

jako enzymatickd a neenzymaticka tvorba.
1.11  Neenzymaticka tvorba peroxidu vodiku

V mitochondridlni matrix dochazi k tvorbé ROS ¢aste¢nou redukei kysliku na
superoxidovy aniontovy radikél, ktery je nasledné redukovan elektrony za ptitomnosti
protonti na peroxid vodiku a koneénym produktem je voda (Obr. 1). Gibbsova volna
energie tohoto redukéniho procesu je v kazdém kroku negativni.?!

Elektrony ve vnitini membrané mitochondrii putuji pies komplexy dychaciho
fetézce a energie tohoto procesu se vyuziva k pumpovani protontt do mezimembranového
prostoru a tim k vytvofeni elektrochemického protonového gradientu. Diky vysokému
gradientu tyto protony slouzi jako pohon pro mitochondrialni ATP syntazu (EC 7.1.2.2.),
kterd syntetizuje ATP z ADP v procesu zvaném oxidativni fosforylace. Protony
ptivedené ATP syntdzou zpét do matrix mitochondrie jsou pouzity u posledniho kroku

dychaciho fetézce pti redukci molekularniho kysliku na superoxidovy aniontovy radikal,

peroxid vodiku a nakonec na vodu (Obr. 1).2
O, + e —» 'O; + € + 2H
'Oy + € + 2H" —> H,0,
H,0, + € + 2H —> 2H,0

Obr. 1: Redukce kysliku na vodu pies stadium reaktivnich forem kysliku.?
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1.1.2  Enzymaticka tvorba peroxidu vodiku

Enzymaticka draha zacina tvorbou superoxidového aniontového radikalu, ktery je
enzymem SOD pieveden na peroxid vodiku. SOD je jediny enzym schopny detoxifikovat
superoxidovy aniontovy radikdl a je pfitomny v mitochondriich, cytoplazmé i
Vv extracelularnim prostoru. U savci existuji tfi izoformy tohoto enzymu (SOD1, SOD2 a
SOD3). SOD1 (Cu/Zn SOD) je ptevladajicim lapacem superoxidového aniontového
radikalu a je lokalizovan v cytoplazmé, mitochondrialnim mezimembranovém prostoru,
jadfe a lysozomech. SOD2 (Mn SOD) a SOD3 (Cu/Zn SOD) jsou lokalizovany v
mitochondriich a extracelularni matrix. Tato skupina metaloenzymi katalyzuje dismutaci
superoxidového aniontového radikalu na peroxid vodiku a kyslik.?

Superoxidovy aniontovy radikal se kromé v mitochondriich tvofi enzymatickymi
reakcemi i v dalsich organelach jako endoplazmatické retikulum, peroxisomy a cytosol.??
Peroxisomy obsahuji celou fadu enzymt, které generuji ROS jako vedlejsi produkty

jejich normalni katalytické aktivity (Tab. 1).23

Tab. 1: Piiklady lidskych peroxisomalnich enzymu generujicich peroxid vodiku jako

vedlejsi produkt.?

Enzym produkujici ROS Zkratka enzymu Klasifikace enzymu
Palmitoyl-CoA oxidaza ACOX1
Trihydroxykoprostanoy!l
(THC)-CoA oxidaza ACOX2 EC1.3.3.6
Pristanoyl-CoA oxidaza ACOX3
D—amino_k}fselinové DAO EC 1433
oxidaza
D-aspartat oxidaza DDO EC1.43.1
L-pipekolat oxidaza PIPOX EC1.53.7
Oxidaza L-(?c- HAOL
hydroxykyselin 1
Py EC 1.1.3.15
Oxidaza L-o- HAO2
hydroxykyselin 2
Polyaminova oxidaza PAOX EC 1.5.3.17
Xanthinoxidaza XOR EC 1.17.3.2
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Dva z nejvyznamnégjSich zdrojii peroxidu vodiku odvozeného od peroxisomi jsou
xanthinoxidaza a acyl-CoA oxidaza. Xanthinoxidaza (XOR) existuje ve dvou odlisnych
konfiguracich, jako xanthindehydrogenaza (XDH, EC 1.17.1.4) a xanthinoxidaza (XO,
EC 1.17.3.2). Xanthindehydrogenaza oxiduje xanthin na kyselinu mo¢ovou za soucasné
redukce oxidovaného nikotinamidadenindinukleotidu (NAD™) na jeho redukovanou

formu NADH (Obr. 2).2

0]
H
HN N xanthlndehydrogenasa HN
| ) >=o
0~ °N" N
H H,O + NAD* NADH +H*

Obr. 2: Oxida¢ni reakce xanthinu (1) na kyselinu mocovou (1) za katalyzy

xanthindehydrogenasou.?!

Naproti tomu xanthinoxidaza katalyzuje nejdtive oxidaci hypoxanthinu na xanthin a poté
xanthin na kyselinu mocovou, coz jsou posledni dva kroky katabolismu purint (Obr. 3).
Enzym XO dodava elektrony pfimo molekuldrnimu kysliku, a tak generuje superoxidovy
aniontovy radikal a peroxid vodiku jednoelektronovou nebo dvou-elektronovou redukci.
Relativni mnozstvi superoxidového aniontového radikalu a peroxidu vodiku generované
enzymem XO zavisi na mnozstvi molekularniho kysliku, pH a koncentraci purind. Za
normalnich fyziologickych podminek je hlavnim reaktivnim produktem odvozenym

z redukce kysliku katalyzované XO peroxid vodiku.?*

0] N
Oz + H0 H20, H 0, + H,0 H,0,

0] H o] H O
HN)tN xanthinoxidasa HN)tN xanthinoxidasa
- 0]
U Mo ~ A0 —~ ;\ >=
H

Obr. 3: Oxidaéni reakce hypoxanthinu (111) na xanthin (1) a nakonec kyselinu mo¢ovou

(I1) za katalyzy xanthinoxidazou.?

Druhym jiz zmifiovanym enzymem produkujicim peroxid vodiku je acyl-CoA oxidaza.
V savcich bunikach probiha f-oxidace lipidii jak v peroxisomech, tak v mitochondriich.

Peroxisomy jsou nezbytné pro f-oxidaci mastnych kyselin s velmi dlouhym fetézcem a
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rozveétvenych mastnych kyselin, které nelze v mitochondriich odbourat. Béhem prvniho
kroku peroxisomalni f-oxidace lipidi jsou peroxisomy zavislé na dvou formach acyl-
CoA oxidaz generujicich peroxid vodiku. Jsou to palmitoyl-CoA oxidaza, ktera oxiduje
mastné kyseliny s dlouhym fetézcem esterifikované koenzymem A, a pristanoyl-CoA
oxidaza, ktera $tépi mastné kyseliny s rozvétvenym fetézcem esterifikované
koenzymem A. Oba enzymy zpusobuji desaturaci acyl-CoA mastnych kyselin za vzniku
2-trans-enoyl-CoA, s vedlej$im produktem tvorby H20z. Bylo zjisténo, ze lidé maji tii
izoformy acyl-CoA oxidazy: palmitoyl-CoA oxidazu (ACOX1), trihydroxykoprostanoyl
(THC)-CoA oxidazu (ACOX2) a pristanoyl-CoA oxidazu (ACOX3).%

Dal$imi vyznamnymi zdroji superoxidového aniontového radikalu je enzym
NADPH oxidaza (EC 1.6.3.1) a n&které enzymy ze superrodiny cytochromd P450.
NADPH oxidaza katalyzuje redukéni reakci molekularniho kysliku na superoxidovy
aniontovy radikal za pomoci redukovaného NADPH jako donoru elektront (Obr. 4).
Takto produkované ROS vedou K eliminaci napadajicich patogent a slouzi jako zanétlivy

mediator. NADPH oxid4za m4 tedy vyznam v imunitnim systému organismu.?%?

HoH @ NADPH oxidaza
WNHZ / \ fj/m

N
wl,w *t 4 202

v \'

Obr. 4: Celkova reakce tvorby superoxidového aniontového radikalu z NADPH (V).

Enzymy ze superrodiny cytochromi P450, zodpovédné za detoxifikaci latek v téle,
mohou provadét oxidacni reakce, které vedou ke vzniku ROS.? Piikladem je oxidace
ethanolu prostiednictvim cytochromu P450 2E1 (CYP2E1L; EC 1.14.13.n7), kdy dochazi
k tvorbé superoxidového aniontového radikalu nebo peroxidu vodiku v pfipadé, ze vazba
substratu, molekularniho kysliku a darce elektronti (NADPH) neni béhem katalyzy izce
koordinovana. CYP2E1 je podstatné¢ aktivnéjsi v produkci ROS nez jiné enzymy
cytochromu P450.%6:27

Ptitomnost enzymi, jejichz aktivita vede k tvorbé superoxidového aniontového
radikélu a peroxidu vodiku, tedy naznacuje, Ze produkce téchto molekul neni ndhodnou

udélosti, a tudiz musi mit v buiice, kromé& zptisobeni poskozeni, i jiny specificky ucel.?
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1.2  Degradace peroxidu vodiku v burice

Jak je uvedeno vyse, pii Spatné regulaci se ROS mohou hromadit a zptsobit tak oxida¢ni
stres v bunkach. Aby se minimalizovaly Skody zptisobené vysokym oxida¢nim stresem,
peroxizomy pouzivaji jednoduchou, ale Uc¢innou strategii — veskery superoxidovy
aniontovy radikal pfevést na peroxid vodiku, a ten co nejucinnéji odstranit tak rychle, jak
se tvofi. Superoxidovy aniontovy radikal je v peroxizomech enzymem SOD pievadén na
peroxid vodiku, ktery je nasledné eliminovan enzymy Kkatalazou (CAT),
glutathionperoxidazou (GPx, EC 1.11.1.9) nebo peroxiredoxinem (Prx, EC 1.11.1.24).2

Glutathionperoxidaza se nachazi v cytosolu a mitochondriich a je hlavnim
antioxida¢nim systémem pfti nizkych Grovnich oxida¢niho stresu. Izoformy GPx lze
rozdélit na selen-dependentni a selen-nezavislé. U selen-nezavislych izoforem atom Se
neni zapojen do katalytické reakce. Naopak izoforma Se-dependentni GPx, se sklada ze
Ctyt podjednotek nesouci atom Se v aktivnim misté navazany na aminokyselinu cystein a
spolupracuje s GSH. GPx pieménuje peroxid vodiku na vodu oxidaci dvou molekul
redukovaného GSH za vzniku dimerni formy GSSG spojenou pres disulfidické mustky
(Obr. 5). Produkovany GSSG je potieba zpét redukovat na dvé molekuly GSH, a to se
déje za pomoci enzymu glutathionreduktazy, ktery vyuziva NADPH jako zdroj elektronti
(Obr. 6).2

v O O 7 0] :
~Se

HO" ¢ ‘ GS
\ H20 ~ GSSG
O ZH ® ° ©
0 H GS GS

K/(/)I

Obr. 5: Katalyticky cyklus Se-dependentni GPx.%

GSSG 2 GSH

®:- — O:

NADP®  NADPH

Obr. 6: Katalyticky cyklus glutathionreduktizy.?*



CAT je antioxidacni enzym nachézejici se ve vétSin¢ aerobnich organismu. Jedna se o
homotetramerni enzym, ktery obsahuje ¢tyfi vazebné pozice pro NADPH. CAT obsahuje
ve svém aktivnim misté hemovou skupinu, kterda ma za tkol realizovat dvé reakce
(Obr. 7): pfeménu peroxidu vodiku na vodu a kyslik (katalyticka reakce) a oxidaci
metabolickych donora vodiku, jako jsou naptiklad alifatické alkoholy s kratkym fetézcem

nebo kyselina mravenéi, prostiednictvim rozkladu peroxidu (peroxidace).}42

Katalyticka reakce: 2H,0, —» 2H,0 + Oy

Peroxidace: HO, + AH, — A + 2H,0
Obr. 7: Mozné cesty redukce peroxidu vodiku pomoci CAT.

Koncentrace ptitomnych donoril vodiku a rychlost tvorby peroxidu budou rozhodovat o
tom, ktera reakce bude preferovanéjsi. Mechanismus katalytické reakce je dvou-krokovy
a vyuziva dvé molekuly peroxidu vodiku, kdy jedna ptisobi jako donor elektronu a druha
jako akceptor.#

Peroxiredoxiny jsou velkou rodinou antioxida¢nich thiol-dependentnich
peroxidaz, které v zavislosti na izoformé¢ Stépi H202, rGzné hydroperoxidy a
peroxydusitany na vodu, alkoholy a dusitany.?® Lze je rozdélit do tif tfid: 1-Cys-Prx,
typické 2-Cys-Prx a atypické 2-Cys-Prx. U vSech izoforem dochazi pti reakeci s H202
k oxidaci thiolové skupiny cysteinu za vzniku kyseliny sulfenové Prx-S-OH. V piipadé
izoformy 1-Cys-Prx je Prx-S-OH redukovana pomoci GSH za tvorby dimeru GSSG

stejnym mechanismem jako u glutathionperoxidazy (Obr. 8).2

H,O, H,O

Prx —SH [ Prx_J—sOH

Prx
GSH
GSSG
H,0

GSH SSG

Obr. 8: Katalyticky cyklus izoformy 1-Cys-Prx.%
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Izoformy typického 2-Cys-Prx funguji na zaklad¢ kombinované aktivity dvou monomert
obsahujicich v aktivnim misté dvé molekuly cysteinu (Obr. 9, nalevo). Pii peroxidazové
reakci je jeden cystein obou monomera oxidovan a neoxidovany cystein pak napada Prx-
S-OH druhého monomeru za vzniku stabilniho intermolekularniho disulfidového mustku.
Mustek je pak redukovan pouzitim redukovaného thioredoxinu Trx jako zdroje elektrond.
Atypické 2-Cys-Prx funguji principialné stejné jako ty typické, jedinym rozdilem je, Ze
jde o monomery se dvéma cysteiny v jedné podjednotce, coz vede k tvorbé

intramolekularni disulfidické vazby (Obr. 9, napravo).?!?3

2 H,0, 2 H,0

>_< H,0, H,0
SH SOH
Prx |—S HOS—{ Prx [—SH Prx | gy SH

2 Theox 2 Trxex /
2 Tpeg B 7 2 Tpeg g
Lo

Obr. 9: Katalyticky cyklus typického (vlevo) a atypického (vpravo) 2-Cys-Prx.2!
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1.3 Interakce peroxidu vodiku s proteazami

V soucasné dobé existuji studie>?8, které dokazuji, Ze serinové protedzy zvysuji oxidacni
stres v bunkach, coz ukazuje na pfimou interakci mezi protedzami a ROS vedouci k
vysledné cytotoxicité.

Aoshiba a spol.’® se zabyvali studii u¢inku nékolika serinovych proteaz na hladiny
ROS plicnich fibroblastti a bronchidlnich epitelidlnich bun¢k. Vysledky provedenych
experimentll dokazaly, Ze vysoké koncentrace neutrofilni elastazy, trypsinu a pronazy
vyvolavaji nartist ROS, véetné peroxidu vodiku, a Ze jejich zdrojem jsou pravdépodobné
mitochondrie. Jde o prvni studii, ktera dokazala, Ze serinové proteazy piimo zvysuji

intracelularni hladiny ROS v nefagocytnich butikach.
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2. Oxidace hydroxylaminu peroxidem vodiku

U¢inna a pfima syntéza nitrososlouéenin je predmétem zkoumani poslednich let, protoze
se jedna o cenné chemické meziprodukty vyskytujici se Vriznych metabolickych
procesech a jsou Siroce pouzivané pii chemickych syntézach, jako jsou napiiklad Diels-
Alderovy cykloadice?®, adice Grignardovych ¢inidel®® a syntéza indoli®! a azoarena®.
Vyuzivané zptisoby p¥ipravy nitrososlouéenin zahrnuji pfimou nitrosaci areni®®, oxidaci

34

primarnich amint nebo hydroxylamin®, a nakonec redukci nitroderivata®. Oxidace

primarnich amint katalyzovana kovem v pfitomnosti peroxidu vodiku je nejcastéj$im

% Naopak, oxidace hydroxylaminii na

zpisobem syntézy C-nitrososloucenin.
nitrososlouc¢eniny pomoci peroxidu vodiku V literatufe popsdna neni. Jelikoz
hydroxylaminy jsou intermediaty pii oxidaci aminii na nitrososlouceniny, a proto Ize
predpokladat podobnou reaktivitu, budu se v této kapitole zabyvat oxidaci primarnich
amint, ktera je §iroce prozkoumana a publikovana.®®3” Oxidace priméarnich amind na
nitrosoderivaty probihajici pies hydroxylamin je znazornéna na Obr. 10.

o] H o] o]
R-NH, ——> R-N-OH ——> R-N=O0 —> R-NO,

Obr. 10: Oxidace primarnich amint.

Pro oxidaci primarnich aminti na nitrososlouc¢eniny byly popsany reakce s H2O> jako
oxida¢nim ¢inidlem v pfitomnosti katalyzatorti oxidd rhenia, wolframu, molybdenu nebo
selenu.®” Sakaue a spol.® pouzili 35% H0, v piitomnosti fosfore¢nanu
peroxowolframového K oxidaci aromatickych aminti jako je napfiklad anilin a 4-
methylanilin za vzniku pfislusnych nitrosoderivatd. Dal$imi G¢innymi katalyzatory
obsahujicimi oxidy molybdenu a rhenia jsou napiiklad [Mo(O)(02)2(H-0)(hmpa)], cis-
Mo(O)2(acac). a methyltrioxorhenium.®

Priewisch a spol.® wudélali srovnavaci studii ohledn& schopnosti
methyltrioxorhenia (MTO), NaWO; a SeO. Kkatalyzovat oxidaci methyl-4-
aminobenzoatu pomoci H20 na pfislusny nitrosoderivat. Za katalyzy MTO ziskali pouze
smés odpovidajicich molekul azoxybenzenu a nitrobenzenu po 19 hodinach. Katalyza

vvvvvv

ale s reak¢nimi ¢asy kolem 20 hodin.
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Tyto katalytické oxidace pomoci oxidu rhenia, wolframu, molybdenu a selenu
jsou casto pomalé, coz mlze vést k tvorbé vedlejSich dimernich produktii, jako jsou
azoderivaty nebo azoxyderivaty, nebo také k oxidaci az na nitroslou¢eniny. Skupina Zhao
a spol.¥” vyvinula t¢innou a selektivni oxidaci primarnich aromatickych amind na
nitrososlouc¢eniny H20> katalyzovanou difenyldiselenidem V1 (Obr. 11), ktera probiha
pfi laboratorni teploté pouze 1-2 hodiny. Vychazeli ze skutecnosti, Ze diselenidy se daji
snadno oxidovat H20> na kyselinu seleninovou V11 nebo peroxyseleninovou V111, které

funguji jako extrémné G¢inna oxida¢ni ¢inidla pro dalsi oxidace (Obr. 11).3°
Se_ /©
©/ Se
vi

OOH
Hy0, H,0, y

OH
[ ] Se‘s© — ©/Se~‘o — ©/39~‘o
e
Vil

\'Al Vil

Obr. 11: Katalyzator difenyldiselenid a jeho oxidace H20x.

Navic popsali postup syntézy oxazind, jakozto produkti hetero Diels-Alderovy reakce
(HDA), z primarnich aromatickych aminti, H2O> a konjugovanych diend v jednom kroku.
Do in situ vytvofeného roztoku nitrosobenzenu ze selenidem katalyzované oxidace
anilinu H20: byla piidana fada konjugovanych dient a tvorba oxazinu probihala hladce

b&hem 2-6 hodin pfi laboratorni teploté (Obr. 12).%

o ¢
P I S

35% H,0, rt, 2-6 hod
IX rt, 2 hod X Xl

Obr. 12: Generovani nitrosobenzenu X in situ z anilinu X peroxidem vodiku za
katalyzy difenyldiselenidem VI pro naslednou HDA reakci s konjugovanym

dienem X1.%7
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3. Fluorescen¢ni sondy

Fluorescencni sondy zalozené na malych organickych molekulach se staly
nepostradatelnymi nastroji V moderni chemické biologii. Oproti technikam zalozenych
na radioaktivité, bioluminiscenci, elektromagnetismu a elektrochemii spliuji dilezité
podminky jako jsou dostate¢na citlivost pro fyziologické koncentrace (vétSinou mikro az
nanomolarni), dostatecné casové a prostorové rozliSeni pro analyzu dynamickych
bunécnych signalizacnich procest, neinvazivnost metody, a nakonec cenova dostupnost
komponent.14°

Pro konstrukci riznych typi fluorescencnich sond se vyuziva velké mnozstvi
organickych molekul, které vykazuji fluorescenci riznych vinovych délek. Zvlasté
dilezité jsou barviva na bazi xanthenu, jako je fluorescein ¢i rhodamin B, nebo kumarinu
jako je naptiklad kumarin D. Jsou velmi oblibené diky svym vynikajicim fotofyzikalnim
vlastnostem (dobré rozpustnost ve vodé a fotostabilita) a dostupnosti. Dal$i vyuzivané
fluoreskujici molekuly jsou cyaninova a naftalimidova barviva, a pomérné nové BODIPY
derivaty (Obr. 13).404142

: COOH g COOH 0
@ L
HO o) o) ~ N o \,\(\ Nk o Yo

)

fluorescein rhodamin B kumarin D

@N/ NN N

.t

SO3Na O3S
lucifer yellow 1,3,5,7-tetramethyl
(naftalimid) indocyanine green -8-fenyl-BODIPY

Obr. 13: Struktury vybranych fluorescenc¢nich barviv (barva molekul zhruba zobrazuje

jejich barvu emise).#04?
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3.1  Fluorescencni sondy pro detekci peroxidu vodiku

Jak bylo zminéno v Kkapitole 1, peroxid vodiku pattici do skupiny ROS je dilezitym
produktem metabolismu kysliku. Nicméné pii jeho $patné regulaci se mize akumulovat
a zpusobit oxidacni stres uvniti bunck, coz pfispiva ke starnuti bunék a chorobnym
staviim jako jsou kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni nebo 1 cukrovka ¢i
rakovina. Stanoveni buné¢ného H20- je tedy klicové pro dalsi pochopeni fyziologickych
a patologickych procesti onemocnéni tizce souvisejicich s intracelularnim H202.1° Bylo
navrzeno a syntetizovano mnoho fluorescenénich sond pro detekci H.O> na
fyziologickych hladinéch, jejichz ptiklady uvadim dale.

V roce 2011 Lippert a spol.t® predstavili studii detekce H202 v Zivych systémech
vyuzivajici oxidaci arylboronatli na fenoly za pomoci peroxidu vodiku. V prvni generaci
téchto sond ptipravili sondu PF1 (Obr. 14), pro kterou vyuzili boronatem maskovanou
molekulu fluoresceinu. Boronaty v polohach 3 a 6 nuti molekulu ztstat ve své uzaviené
laktonové formé, ve které dochazi k eliminaci fluorescenénich vlastnosti. Reakce sondy
PF1 s H202 pfemeénila boronaty na fenoly se sou¢asnym otevienim laktonu, coz vedlo
k mnohonasobnému zvySeni intenzity fluorescence (Obr. 14). Podstatné bylo zjisténi, Ze

tato reakce je selektivni vii¢i HoO2 oproti ostatnim ROS.

o)
P i
COOH
4809
o\ll3 o I?/o - > O \

PF1 fluorescein
Obr. 14: Selektivni detekce H202 sondy PF1 pomoci oxidace boronitovych skupin.®

Ackoliv sondy prvni generace byly schopné zobrazovat exogenné piidany H.O, na
urovnich oxidaéniho stresu, pokusy vyuzit je pro endogenni produkce H2O2 nebyly
uspésné kvili jejich relativné nizké citlivosti. Za ti€elem zvysit jejich citlivost piipravili
tito autofi sondu PG1 (Obr. 15), ktera obsahuje pouze jednu boronatovou skupinu a
vyzaduje tedy reakci pouze jediného ekvivalentu H20: K ziskani fluorescencniho
produktu. Diky této sondé PG1 poskytli pfimy dikaz o tom, ze H2O2 je endogenné
produkovan béhem bunééné signalizace, a také prokazali, Ze strategii s boronatovou

reaktivitou lze vyuzit k objasnéni roli H,O; v biologickych systémech.®
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Obr. 15: Sonda druhé generace PG1.1°

V tomtéZ roce Abo a spol.** navrhli a syntetizovali fluorescen¢ni sondy principialné
zalozené na specifické reaktivité benzilu s H2O> K fizeni fluorescence. Navrzeny skelet
5-benzoylkarbonylfluorescein byl zaloZzen na myslence, Ze tato struktura ma nizkou
fluorescen¢ni kvantovou ucéinnost v diasledku zhaseni fluorescence, avsak reakei s H202
se pfeméni na 5-karboxyfluorescein, ktery je vysoce fluorescencéni (Obr. 16). Mezi
syntetizovanymi derivaty poskytla sonda NBzF vysoce specifickou a citlivou detekci
s rychlou odezvou. Praktickou hodnotu sondy NBzF potvrdili jejim pouzitim k detekci
tvorby endogenniho H2O> Vv zivych makrofazich RAW 264.7 a bunkach lidského

epidermoidniho karcinomu A431.%

COOH

»
COOH

I
HO (0} (0]

NBzF 5-karboxyfluorescein

Obr. 16: Selektivni detekce H,0, sondy NBzF pomoci oxidace benzilu.*?

Karton-Lifshin a spol.** se zabyvali vyvojem fluorescenénich sond pro zobrazovani
Vv blizké infracervené oblasti (NIR), protoze umoznuje spolehlivou detekci molekularni
aktivity in vivo diky dobré prostupnosti NIR svétla pres organické tkané a nizkému
autofluorescen¢nimu pozadi. Pro NIR zobrazovani jsou jako fluorescen¢ni znacky Siroce

pouzivana cyaninova barviva diky jejich velkému extinkénimu koeficientu a relativné
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dobrym kvantovym vytézkim. Tato vyzkumna skupina chtéla vyvinout ,,OFF-ON*
sondu, ktera bude fluoreskovat az po kontaktu s detekovanym analytem. Pro vytvofeni
,turn ON“ systému pro molekulu cyaninu se obvykle pouzivéa systém na bazi FRET, a
tudiz by bylo potteba ptidat do molekuly dalsi barvivo. Tomu se jim podafiilo elegantné
vyhnout modifikaci barviva Cy7 za zisku chinonového derivatu QCy7 (Obr. 17), ktery
ma podobny vzor konjugace jako Cy7, a proto také emitoval fluorescenci v NIR.
Zavedeni raznych chranicich skupin na fenol molekuly QCy7 by mélo umoznit
maskovani NIR fluorescence, a naopak pokud se tyto spoustée z molekuly odstrani,

ziska se volny fluorofor a tim se obnovi fluorescence.

Cy7 QCy7

Obr. 17: Navrzené a syntetizované barvivo QCy7 podle piedlohy cyaninu Cy?7.

Cervené vyznadena karbonylové skupina zndzorfiuje misto pro navazani spoustéce.**

Resenim tohoto problému je sonda X111 konstrukce zalozena na struktufe pfipravené
modifikace cyaninu QCy7 (Obr. 18). Sonda X111 ma prostfednictvim etherové vazby
ptipojenou fenylboronovou kyselinu k sulfonovanému derivatu QCy7. Inkubace
sondy XIl1 s H202 za fyziologickych podminek vedla k uvolnéni aktivniho fluoroforu
sulfo-QCy7 (Obr. 18).44

X sulfo-QCy7

Obr. 18: Detekce H20: s vyuzitim sondy XI11 zalozena na oxidaci kyseliny

fenylboronové.**

Z hlediska praktického vyuziti prokazali, ze sonda XIII u¢inné zobrazuje endogenni

H20: produkovany v modelu akutniho zdnétu u mysi. Pozitivni je i fakt, Ze syntéza jejiho
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intermediatu QCy7 je pouze dvou-krokova a lze ji pouzit k ptipravé i jinych sond pro
detekci a zobrazovani riiznych analytii ¢i enzym.*

Wen a spol.?° v roce 2014 publikovali praci, ve které zkoumali zptisoby detekce
cytoplazmatického a jaderného H20: v zivych buiikach. Jako vysledek vyvinuli vysoce
citlivou a pomérovou fluorescen¢ni sondu NP1 na bazi 1,8-naftalimidu a esteru kyseliny
borité (Obr. 19). Pomérové sondy maji vyhodu dualni fluorescence, ¢ili na spektru maji
dva dobie oddélené emisni pasy s odlisnymi maximy vinovych délek. Pomér maxim se
méni na pritomnosti (koncentraci) peroxidu vodiku. A proto je snadné na zakladé¢ zmén

Vv intenzité téchto maxim uréit, zda se intracelularni koncentrace H.O2 méni. To umoznuje

presnéjsi méfeni a kvantitativni analyzu nezévisle na koncentraci sondy.
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Obr. 19: Sondy NP1 a pep-NP1 pro detekci cytoplazmatického a jaderného H20x.

Zelené je vyznacena sekvence peptidu jaderného lokalizaéniho signalu.?°

N3
N3
H202 oi |N| io
OH

Obr. 20: Detekce H202 sondou NP1 pomoci oxidace boronatu.?

Sonda NP1 byla dostate¢né citliva, aby detekovala endogenni H.O> generovany v zivych

makrofazich RAW 264.7 prostiednictvim bunécné zanétlivé reakce a v buiitkach lidského
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epidermoidniho karcinomu A431 stimulaci epidermalniho rustového faktoru (Obr. 20).
Navic obsahuje azidovou skupinu navdzanou na naftalimidovém skeletu, diky cemuz ma
potencial ke spojeni s riznymi molekulami prostiednictvim ,,click® reakce. Toho vyuzili
k navazani sondy NP1 na peptid specificky se akumulujici v bunééném jadru za vzniku
sondy pep-NP1 (Obr. 19). Diky tomu byla fluorescencni sonda uspés$né zacilena do jadra
a byla schopna pomérové detekovat jaderny H202 Vv Zivych buiikach.?

V roce 2017 Wen a spol.* otevteli diskuzi o potifebé pochopeni provazaného
vztahu mezi abnormalni produkci ROS a iniciaci apoptozy V zivych systémech. Toho
chtéli docilit soucasnym dynamickym monitorovanim obou téchto biologickych déju.
Publikovali studii, kde navrhli a syntetizovali fluorescen¢ni sondu pep4-NP1 (Obr. 21),
kterd dokéazala soucasn¢é detekovat H2O2 a kaspazu 3, tedy ptisluSné markery ROS a
apoptozy. Sonda pep4-NP1 byla vyvinuta na zakladé fizené strategie Forsterova
rezonan¢niho ptenosu energie (FRET). Jako donor pro FRET pouzili 1,8-naftalimidovou
skupinu (NP1) a jako akceptor pouzili cervené emisni cyaninové barvivo, jehoz absorp¢ni
pas se Castecné prekryva s emisi NP1 po reakci s H202. Donor a akceptor jsou spojeny

specifickym peptidem jako rozpoznavacim substratem pro kaspazu 3.

Akceptor

Donor zavisly na H,O;

Rozpoznavaci
N,
N N

sekvence kaspazy 3

®
N
SGAAAASGAGASGDEVDSGK™ " "~

pep4-NP1

Obr. 21: Fluorescenéni sonda pep4-NP1.%°

Konformace molekuly pep4-NP1 zarucuje efektivni proces FRET po reakci s H2O2 v
neptitomnosti kaspazy 3, tedy v zivych bunkach. Nicméné nadmérna exprese kaspazy 3
v apoptotickych bunikach inhibovala FRET, protoZe peptidovy fetézec byl St€pen
kaspazou 3 (Obr. 22). Tudiz jedina sonda uspésné produkovala fluorescenci pti vyrazné
odlisnych vinovych délkach v Zivych (Cervena fluorescence) a apoptotickych (zelena

fluorescence) buiikach pii sledovani zmén hladiny Ho02.°
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Obr. 22: Obecné schéma principu fungovani dualni sondy pep4-NPL1.

V roce 2016 se Liu a spol.*® jako prvni vénovali studiu fluorescenéni detekce H20:
v alkalickych podminkach. Podavaji n¢kolik divodt, pro¢ zobrazovat H20: ve slabé
alkalickém prostedi. Za prvé je reaktivita H2O2 mnohem vyssi v alkalickém prostredi
nez v neutrdlnim nebo kyselém, takze nadbytek H20- je agresivné;jsi a destruktivnéjsi pro
organely a tkané v alkalickém prostiedi. Za druhé, lidské télo je obecné slabé alkalicky
biologicky systém — naptiklad hodnota pH krevni plazmy je 7,35-7,45, hodnota pH
Vv oblasti mitochondrie je priblizné 8,0 a hodnoty v tlustém stievé a slinivce jsou vyssi
nez 8,0. Liu a spol. tedy uvadi prvni ptiklad pomérové NIR fluorescen¢ni sondy CSBOH
pro detekci H20> v alkalickém prosttedi (Obr. 23).

CSBOH OH

H,0, OH", Hy0,

CSOH CSO-

Obr. 23: Detekce H202 pomoci sondy CSBOH zalozené na substituci fenylboronové
kyseliny.*®
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Fluorescence CSBOH byla zhasena skupinou kyseliny borité a reakci s H2O2 za tvorby
slouceniny CSOH se fluorescen¢ni signal obnovil. Bunéné experimenty ukézaly, Ze
CSBOH dokaze zobrazit endogenné generovany H»>O> v makrofazich RAW 264.7
prostiednictvim bunéné zanétlivé reakce a v builkkach lidského epidermoidniho
karcinomu A431 stimulaci epidermalniho rastového faktoru. Déale byla sonda CSBOH
ispesné& pouzita pro biologické zobrazeni H,O2 u zivé mysi.*®

Zuo a spol.*” v roce 2021 navrhli pro detekci H202 fluorescenéni sondu CMB
s vyuzitim molekuly kumarinu jako fluoroforu a boronatu jako rozpoznavaci skupiny pro
H20. (Obr. 24). Sonda CMB zobrazovala selektivné exogenni i endogenni H202, méla
nizkou toxicitu, dobrou biokompabilitu a permeabilitu bunéénymi membranami. Tato
sonda se tedy stala slibnym nastrojem pro sledovani hladiny H2O2 v souvislosti

s fyziologickym a patologickym vyzkumem.
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Obr. 24: Selektivni detekce H202 sondy CMB pomoci oxidace kyseliny

fenylboronové.*’

3.2 Fluorescen¢ni sondy pro detekci trypsinu a chymotrypsinu

Trypsin (EC, 3.4.21.4)) je dulezity enzym traviciho systému vylucovany slinivkou bfi$ni
jako neaktivni proenzym zvany trypsinogen. V aktivni formé¢ §tépi peptidovou vazbu
proteind, konkrétné na karboxy-termindlni strané pozitivné nabitych aminokyselin,
argininu a lysinu. Hydrolyzuje molekuly bilkovin na mensi peptidy, aby se usnadnilo
jejich vstfebavani ve stfevé. Nekontrolovand sekrece enzymu vSak vede k vdznym
porucham. Aktivita trypsinu je regulovdna pankreatickym sekreCnim inhibitorem
trypsinu (PSTI), ktery inhibuje sekreci trypsinu z pankreatickych acinarnich bunék, které
by jinak poSkodily pankreas, coz by vedlo k pankreatitidé. Trypsin proto hraje klicovou
roli jako specificky biomarker pro diagnostiku dtlezitych biologickych poruch, jako je

pankreatitida, rakovina slinivky bfisni, cysticka fibréza a bilidrni cirhdza.*®
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Chymotryspin (EC 3.4.21.1), jedna z béznych serinovych protedz, hydrolyzuje
peptidovou vazbu u karboxylového konce velkych hydrofobnich aminokyselin
fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu. Je pfitomen v travicim systému savc a Géastni
ruznych fyziologickych procesii (napf. traveni proteinli a ryzového Skrobu, bunécna
apoptéza).®® K 1é¢bé zanétu, otoku, pfi hojeni ran nebo chirurgické infekce se
chymotrypsin ¢asto pouziva jako aktivni slozka ve farmaceutickych ptipravcich. Miize
slouzit i jako dopliikova 1é¢ba u pneumonie, dermatitidy a oftalmologie. Jeho toxicita
viak nebyla diikladn& prozkoumana.>

Ze vsech téchto diivodi ma velky vyznam vyvoj jednoduchych, selektivnich a
citlivych metod pro detekci trypsinu a chymotrypsinu. Byla popsana fada metod pro jejich
stanoveni jako jsou napiiklad enzymatické imunosorbentni testy (ELISA)®%?,
elektrochemické metody®>®*, piezoelektrické metody® a dalsi®®, avsak vétsina z nich je
spojena s omezenimi, které zahrnuji napiiklad sofistikované pfistrojové vybaveni,
nedostatek citlivosti, vysoké naklady nebo ¢asovou naroc¢nost. Proto byla pozornost
soustfedéna na levn&jsi, citlivéjsi, rychlejsi a snadno proveditelné zptisoby detekce.
Jednim z moznych feSeni se staly fluorescenéni sondy.”® Dale proto uvadim nékolik
piikladi fluorescencnich sond pro detekci trypsinu a chymotrypsinu publikovanych
Vv poslednich zhruba patnacti letech.

V roce 2011 Xu a spol.>” navrhli a syntetizovali fluorescenéni sondu C60-FL pro
pfimé stanoveni trypsinu na zakladé fotoindukovaného ptenosu elektronti (PET). Sonda
se sklada ze dvou funk¢nich casti — fluoresceinu, ktery funguje jako fluorofor a donor
elektrond, a fullerenu (C60), ktery puisobi jako akceptor elektront a zaroven substratovy
analog trypsinu. V pfitomnosti trypsinu vykazovala sonda zvySeni fluorescence v
dusledku inhibice pfenosu elektronti v molekule sondy C60-FL (Obr. 25). Odezva sondy
na trypsin byla pfima a rychld a byla pozorovana vysoka selektivita a dobré citlivost

(detekéni limit 40 ng/ml).
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Obr. 25: Reakéni mechanismus sondy C60-FL a trypsinu.®” (Pfevzato se svolenim

nakladatelstvi Royal Chemical Society.)

V roce 2016 Wang a spol.® vyvinuli jednoduchou, ultracitlivou fluorescenéni sondu
dsDNA-Cu NCs bez fluorescen¢ni znacky pro trypsin a jeho inhibitory zaloZenou na
nanoklastrech slozenych z atom médi zavedenych do molekuly DNA. Fluorescen¢ni Cu
nanoklastry (Cu NCs) byly vytvofeny pouzitim dvoufetézcové DNA (dsDNA) jako
templatt. Intenzita fluorescence dsDNA-Cu NCs byla vyznamné zvysena, kdyz byl
k sond¢ ptidan protamin sulfat, protoze vytvarel komplexy s dsDNA-Cu NCs
prostiednictvim interakce S templaty DNA (Obr. 26). Protamin byl navic idealnim
trypsinovym substratem diky jeho struktufe bohaté na arginin. TakZe ptidani trypsinu
vedlo k disociaci komplexu protamin/DNA diky jeho schopnosti hydrolyzy protaminu a
intenzita fluorescence dsSDNA-Cu NCs byla zhasena. Ve srovnani s jinymi metodami tato
sonda nepotiebovala slozity navrh sekvence DNA, fluorescenéni znaceni barvivem a ma

mnohem niz§i detekéni limit (0,048 ng/ml).
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Obr. 26: Schematické znazornéni strategie pro detekci trypsinu na zakladé dsDNA-

Cu NC.%8 (Pievzato se svolenim nakladatelstvi Elsevier.)
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Téhoz roku Sato a spol.” piipravili tii jednoduché a snadno syntetizovatelné sondy X1V,
XV a XVI na principu samozhaseni pro detekci aktivity trypsinu a chymotrypsinu
(Obr. 27). Sondy se skladaji ze dvou specifickych peptidovych fetézct jakoZzto mista
ucinku pro enzym, které jsou navzajem spojeny pies dvé aminoskupiny lysinu, a na
koncich fetézci maji navazané molekuly fluoresceinu po reakci s fluorescein
isothiokynatem (FITC). Pfed proteolytickym s§tépenim neni viditelna emise fluoresceinu
diky intramolekularnimu samozhaseni. Po §tépeni enzymem se jeho fluorescence obnovi.
Testy ukazaly, Ze tyto sondy na principu samozhaSeni by mohly byt pouzitelné i pro
detekci aktivit dal§ich proteaz. Autofi zdUraznili, ze tyto sondy s dobrou citlivosti 1ze
jednoduse ptipravit pomoci standardni peptidové syntézy na pevné fazi.
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Obr. 27: (a) Navrzené struktury samozhasivych sond XIV (1), XV (2) pro trypsin a XVI
(3) pro chymotrypsin. (b) Obecné schéma zpiisobu detekce sondy XV.” (Prevzato se

svolenim nakladatelstvi Elsevier.)

V roce 2019 Song a spol.®® vyvinuli jednoduchou a u¢innou strategii pro citlivou,
kvalitativni a kvantitativni analyzu aktivity trypsinu pomoci fluorescencni polystyrenové
(PS) mikrokulickové sondy PS-PEG-Pep. Komeréni mikrokulicky z PS byly
modifikovany ochrannou vrstvou PEG, aby se zabranilo nespecifické fyzikalni adsorpci
molekul na povrch kuli¢ek. Poté se modifikované kulicky PS-PEG spojily s peptidem s
navazanou molekulou fluorescein isothiokyanatu jako fluorofor (peptid-FITC). Pouzity
peptid obsahoval velké mnozstvi aminokyselin lysinu a argininu, které fungovaly jako
rozpoznédvaci mista pro trypsin. Kdyz trypsin interagoval s mikrokuli¢kovou sondou PS-
PEG-Pep, peptidové fetézce se $tépily a ¢ast peptid-FITC se v roztoku rychle rozlozila

na volné malé fragmenty, coz mélo za nasledek postupny pokles fluorescence PS-PEG-
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Pep (Obr. 28). Fluorescen¢ni mikrokulickova sonda PS-PEG-Pep poskytla citlivou
(detekéni limit 0,5 ng/ml), rychlou a selektivni strategii pro detekci aktivniho trypsinu.

H,N-PEG-NH,
—
EDC, NHS

=
Lt Ee
—C—-C-Lys/Arg-N—-C-C- =
R BR | H

PS-COOH ’ PS-PEG-NH, FITC A \Peptide Chain <7 Y Irypsin

Obr. 28: Schématické znazornéni zptisobu detekce trypsinu sondou PS-PEG-Pep.>®

V roce 2021 Kaur a spol.*® navrhli citlivy a rychly biosenzor zalozeny na agregaci
indukované emise (AIE) pro detekci trypsinu a organofosfatovych pesticidi. Fluorogeny
zpusobujici AIE nevykazuji zadnou nebo pouze velmi slabou emisi, pokud jsou v roztoku
v izolovaném stavu, zatimco pfi agregaci zaznamenavaji vynikajici emisi. Mechanismus
muze spocivat ve faktu, ze pti agregaci molekul dochazi k branéni intramolekularnich
rotacnich pohybti kolem ptivodné flexibilnich vazeb.

Biosenzor Su-TPE/PrS je zaloZen na supramolekularnim komplexu vytvofenym
mezi tetraaniontovym sulfonylovym derivatem tetrafenylethylenu (Su-TPE, Obr. 29) a
polykationtovymi protaminovymi molekulami (PrS). Komplex Su-TPE/PrS drzi
pohromadé pomoci elektrostatickych interakci. Protamin, siln€ kladné nabity protein

bohaty na arginin, slouzi jako pfirozeny substrat pro trypsin.*®

NaO3S SO3Na
| o,
OA® LI o

NaO3S SO3Na 02N \

Su-TPE POM

Obr. 29: Struktury jednotky Su-TPE a paraoxon methylu (POM).*
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Molekuly Su-TPE zistavaji v izolovaném stavu nefluorescencni, zatimco v agregovaném
stavu s molekulami PrS siln¢€ emituji. V pfitomnosti trypsinu v§ak enzymolyza PrS vede
k rozpadu supramolekularniho komplexu Su-TPE/PrS a tim zhaseni fluorescence, coz
poskytuje zptsob detekce trypsinu (Obr. 30). Kromé toho sou¢asny systém také reaguje
na pritomnost paraoxon methylu (POM, Obr. 29) jako modelového ptikladu
organofosfatovych pesticidid. V ptitomnosti POM je inhibovana enzymaticka aktivita
trypsinu, a proto je obnovena fluorescence komplexu Su-TPE/PrS, coz poskytuje zptisob
detekce organofosfatovych pesticidi. Takto navrzeny systém poskytuje citlivou a
selektivni strategii pro detekci trypsinu zalozenou na AIE, kterd mize mit zna¢nou
perspektivu v biomedicinské a klinické oblasti pro monitorovani trypsinu u poruch, jako
je pankreatitida, cysticka fibroza, atd. Aplikace tohoto senzorového systému mize byt
také potencidlné rozSifena pro monitorovani organofosfatovych pesticidit ve vzorcich

vody a potravin.*
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Obr. 30: Schématické zndzornéni principu detekce trypsinu sondou Su-TPE/PrS.*8

(Pfevzato se svolenim nakladatelstvi Elsevier.)

Lan a spol.*® v roce 2022 publikovali vyvoj prvni NIR fluorescenéni sondy 1SO-Chy
cilenou na endoplazmatické retikulum (ER) pro citlivou a selektivni detekci
chymotrypsinu. Jako fluorofor pouzili dikyanoderivat izoforonu a jako rozpoznavaci
skupinu pro enzym zavedli do sondy 4-brombutyl. V pfitomnosti chymotrypsinu se
Stépila esterova vazba za uvolnéni siln¢ fluoreskujici molekuly 1ISO-OH (Obr. 31). Sonda
ISO-Chy byla uspésné pouzita pro monitorovani endogenni aktivity chymotrypsinu v
zivych buiikach a na mySich modelech nesoucich nddor HepG2. Toto je prvni Gspésna

studie, diky které se vizualizoval chymotrypsin v ER Zivych bun¢k a nadorové tkané.
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Obr. 31: Mechanismus detekce chymotrypsinu sondou 1SO-Chy.#

Tento rok Qu a spol.*® publikovali fluorescenéni sondu NBD-3 pro detekci endogenniho
chymotrypsinu. Jasné ¢erveny fluorofor NBD maskovaly esterifikaci hydroxyskupiny 4-
brombutyrylchloridem. V pfitomnosti chymotrypsinu je esterova vazba S$tépena a
fluorescenéni signal obnoven (Obr. 32). Tuto sondu pouzili pro in vivo zobrazovani u
mysi a pro detekci endogenniho chymotrypsinu v buiikach HeLLa. Pomoci zobrazovani
organt in vitro byli schopni poprvé pozorovat vyznamné mnozstvi chymotrypsinu v
mySich jatrech. Toto zjiSténi naznacuje, Ze sondu NBD-3 1ze pouZit ke studiu distribuce

chymotrypsinu na organové urovni v organismu.

chymotrypsin
—_—

NBD-3 NBD

Obr. 32: Mechanismus detekce chymotrypsinu sondou NBD-3.>°
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Vysledky a diskuze

Jak jiz bylo dfive uvedeno, cilem bakalaiské prace je syntetizovat multifunkcni
fluorescenéni sondy pro detekci peroxidu vodiku a proteaz trypsinu a chymotrypsinu.
Navrzené sondy jsou slozeny ze dvou casti. Pro prvni ¢ast sondy byly navrzeny Ctyfi
cilové modifikace A, B, C a D (Obr. 33). Strukturni odli$nosti ( )
spocivaji v zamén¢ aminokyselin lysin a fenylalanin v pravé ¢asti kostry, dale modifikace
C a D obsahuji navic molekulu PEG. VSechny modifikace nesou fluorescencni barviva
fluorescein (vyznaceny zelen¢) a kumarin D (vyznaceny modie), a dale pak fenyl

substituovany hydroxylaminovou skupinou.
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Obr. 33: Navrzené cilové modifikace prvni ¢asti sondy A, B, C a D.

RhB1

Obr. 34: Druha ¢ast sondy RhB1.

Druha ¢ast sondy molekula RhB1 ma pouze jednu navrzenou strukturu (Obr. 34).

Obsahuje fluorescen¢ni barvivo rhodamin B (vyznaceno rizove), na které je pies
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amidovou vazbu navazany piperazin. Na druhy dusik piperazinu je opét pres amidovou
vazbu napojena kyselina sorbova. Navrh syntetické cesty a pfipravu molekuly RhB1
provedl konzultant MSc. David Mili¢evi¢, Ph.D, a proto zde nebudou rozebirany.
Nejdiive bude diskutovana syntéza prvni Casti sond A-D, nésledné méfeni
fluorescencénich vlastnosti, a nakonec odezva vybrané modifikace sondy na ptitomnost

dané proteazy a peroxidu vodiku.
4. Priprava sond

4.1 Prvni ¢ast syntézy

Pro ptipravu cilovych sond A-D byla zvolena standardni peptidova syntéza na pevné fazi
s pouzitim Rinkovy pryskyfice. Prvni ¢ast syntézy zahrnujici pfipravu pokrocilych
intermediatd 4A-D je nastinéna ve Schématu 2 a Tab. 2. Rinkovu pryskyfici bylo potieba
nejprve nechat reagovat s roztokem piperidinu v DMF (1:1, V/V), aby se odstépila
chranici skupina Fmoc z jeji aminoskupiny. Odchranénd pryskyfice se nechala reagovat
s 0,3M roztokem Fmoc-g-alaninu, HOBt a DIC v DCM/DMF (1:1, V/V) ptiblizné
1 hodinu pfti pokojové teploté za vzniku meziproduktu 2. Pouziti slouc¢enin HOBt a DIC
pro imobilizaci aminokyselin na pryskyfici je béZzné vyuZivanou technikou pii SPPS
(,,solid-phase peptide synthesis®). DIC slouzi k aktivaci karboxylové skupiny
aminokyseliny, kterou chceme vazat k pryskyfici, a HOBt se pouzivd k zabranéni
racemizace, aby se zachovala konfigurace opticky cCistych L-aminokyselin. V dalsich
krocich syntézy se vzdy nejprve zopakovalo odstranéni Fmoc skupiny a poté navazani

dalsi nové aminokyseliny.
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Schéma 2: Ptiprava prekurzorti pro prvni ¢asti sond.
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Tab. 2: Reak¢éni podminky pro prvni ¢ast syntézy sond.

Reakéni podminky Teplota Cas
) Piperidin/DMF (1:1, VIV) rt 15 min
N Fmoc-$-Ala-OH (0,3M)
i) rt 1 hod
HOBt (0,3M), DIC (0,3M), DCM/DMF (1:1, V/V)
Fmoc-Lys(Dde)-OH (0,3M)
iii) rt 1 hod
HOBLt (0,3M), DIC (0,3M), DCM/DMF (1:1, V/V)
) Fmoc-Ala-OH (0,3M)
iv) rt 1 hod
HOBL (0,3M), DIC (0,3M), DCM/DMF (1:1, V/V)
v-a) Fmoc-Lys(Boc)-OH
(0,3M) HOBL (0,3M), DIC (0,3M),
rt 1 hod
DCM/DMF (1:1, VIV)
v-b) Fmoc-Phe-OH (0,3M)
) Fmoc-Ala-OH (0,2M)
vi) rt 1 hod
HOBL (0,2M), DIC (0,2M), DCM/DMF (1:1, V/V)
B Fmoc-NH-PEG-COOH (0,2M)
vii) rt 1 hod
HOBLt (0,2M), DIC (0,2M), DCM/DMF (1:1, V/IV)
Fmoc-Sar-OH (0,2M)
viii) rt 1 hod
HOBL (0,2M), DIC (0,2M), DCM/DMF (1:1, V/V)
DEAC (0,2M)
iX) HOBt (0,2M), DIC (0,2M), DMAP (0,2M) rt 16 hod
DMSO/DCM/DMF (2:2:1, VIVIV)

V reakénim kroku v) doslo k diverzifikaci syntetického pfistupu smérem k sondam A a

B. Navazanim Fmoc-Lys(Boc)-OH vznikl intermediat pro piipravu sondy A, navazanim

Fmoc-Phe-OH pak pro piipravu sondy B. Od reakéniho kroku vi) se snizila koncentrace

reakéni smési aminokyseliny, HOBt a DIC z 0,3 mol-dm™> na 0,2 mol-dm 3. Nizsi

koncentrace se ukazala jako dostacujici. Dosahlo se tak menSiho zatizeni pryskyfice,

tudiz ji nebylo potieba tolik promyvat. Timto krokem jsme uSetfili spotiebu rozpoustédel

i reakénich komponent jako jsou aminokyseliny, HOBt, DIC a DMAP.
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Modifikace sond C a D se pfipravily reakci s Fmoc chranénou 2-(2-(2-
aminoethoxy)ethoxy)octovou kyselinou (PEG) v reakénim kroku vii). Molekula PEG
byla do struktury zafazena z divodu zvySeni rozpustnosti.

Naslednym navazanim molekuly sarkosinu a kumarinu byla dokoncena syntéza

prekurzori 4A-D.

4.2  ZkuSebni Stépeni intermediati proteazami

Ptipravené intermediaty 4A-D byly jiz v této fazi syntézy podrobeny testovacimu Stipani
odpovidajicimi enzymy. Chtéli jsme si ovérit, zda vibec dochézi ke $tépeni peptidového
fetézce u téchto prekurzort, protoze pokud by k nému nedochazelo, nemélo by vyznam
pokracovat v piipravé navrZzenych cilovych molekul a bylo by potfeba navrhnout zcela
novou strukturu prvni ¢asti sond.

Vsechny intermediaty byly odStépeny z pryskyfice pomoci Stépiciho koktejlu
50% TFA/DCM a suché produkty 5A-D byly podrobeny zkouskdm rozpustnosti.
V ¢istém TRIS pufru nebyl ani jeden intermedidt zcela rozpustny, naopak v Cistém
DMSO vykazovaly vSechny vzorky dobrou rozpustnost. Proto byly vzorky nejdiive
rozpus$tény v co nejmenSim potfebném mnozstvi DMSO, a az poté ziedény TRIS pufrem
na pozadovanou koncentraci. Pro enzymatické testovani se vyuZilo pouze méfeni na

LC/MS.
421  Stépeni trypsinem

Enzym trypsin Stipa peptidovy fetézec u karboxylového konce aminokyselin lysinu a
argininu, a proto pro tento enzym byly navrzeny molekuly 5A a 5C obsahujici lysin

(Obr. 35). Pro experimenty se vyuzil objem trypsinu 10 pl a méfila se dvoji koncentrace
10a100ngv 1ml.
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5C

Obr. 35: Znazornéni §t€pného mista pro trypsin na intermediatech 5A a 5C.

Molekula 5A o koncentraci 100 uM se métila v roztoku 0,55% DMSO v TRIS pufru.
Nejdrive se méfil slepy vzorek s pridavkem 10 pl ¢isté 1 mM HCI. Pik s retenénim ¢asem
2,57 minut odpovida molekule 5A. Nasledovalo enzymatické méfeni s trypsinem o
koncentraci 10 ng v 1 ml v ur¢itych ¢asovych intervalech. Jak je z chromatogramu zjevné
(Obr. 36), uz po 10 minutach jsou patrné piky 1,23 a 1,83 minut odpovidajici roz§t€penym
fragmentlim molekuly 5A. Néasledné se métilo po 30, 60 a 120 minutach a na analyzach

mizZeme pozorovat postupné St€peni molekuly 5A (Obr. 37).
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Obr. 36: Analyza LC/MS slepého vzorku molekuly 5A a Stépeni trypsinem (10 ng/1 ml)

po 10 minutach.
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Obr. 37: Stépeni molekuly 5A trypsinem (10 ng/1 ml) po 30, 60 a 120 minutach.

Pokud byla pouzita koncentrace trypsinu 100 ng v 1 ml, tak uz po 15 minutach byla
molekula 5A zcela rozstépena a na chromatogramu jsme pozorovali pouze piky

odpovidajici fragmentiim molekuly v 1,25 a 1,84 minutach (Obr. 38).
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1.84 Range: 1.817e+1
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Obr. 38: Stépeni molekuly 5A trypsinem (100 ng/1 ml) po 15 minutéach.

Molekula 5C opét o koncentraci 100 uM se méfila v roztoku 1% DMSO v TRIS pufru.
Opét se nejdiive zméftil slepy vzorek a poté se méfilo s ptidavkem trypsinu o koncentraci
10 ng v 1 ml v uréitych ¢asovych intervalech. UZ po 10 minutach $tépeni jsou viditelné
piky 1,22 a 1,88 minut odpovidajici rozSt€épenym fragmentim a pik 2,51 minut patii

molekule 5C (Obr. 39).
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Obr. 39: Analyza LC/MS slepého vzorku molekuly 5C a §té€peni trypsinem (10 ng/1 ml)
po 10 minutach.

V meéteni $tépné reakce se dale pokracovalo v ¢asovych intervalech 30, 60 a 120 minut
(Obr. 40). Molekula 5C byla po 120 minutach kompletné rozstépena na rozdil od
molekuly 5A, tudiz pro trypsin je lepSim substratem molekula 5C. Byla zméfena i
koncentrace trypsinu 100 ng v 1 ml, kdy opét jiz po 15 minutach byla molekula 5C zcela
roz§tépena (Obr. 41).
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Obr. 40: Stépeni molekuly 5C trypsinem (10 ng/1 ml) po 30, 60 a 120 minutach.
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Obr. 41: Stépeni molekuly 5C trypsinem (100 ng/1 ml) po 15 minutéach.

422  Stépeni chymotrypsinem

Enzym chymotrypsin Stipa peptidovy fetézec u karboxylového konce velkych
hydrofobnich aminokyselin fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu, a proto pro tento enzym
byly navrzeny molekuly 5B a 5D obsahujici fenylalanin (Obr. 42). Pro experimenty se
vyuzil objem chymotrypsinu 10 pl, ktery se méfil v koncentracich 10 a 50 pg v 1 ml.
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Obr. 42: Znazornéni §t€pného mista pro chymotrypsin na intermediatech 5B a 5D.

Molekula 5B o koncentraci 100 pM se metila v roztoku 2% DMSO v TRIS pufru.
Postupovalo se obdobné jako v piedchozich méfenich, nejdiive se zanalyzoval slepy
vzorek jen s 1 mM HCI, a poté se métilo s 10 ug chymotrypsinu v ¢asovych intervalech
15, 30, 60 a 120 minut (Obr. 43). Po 15 minutach lze na analyze vidét piky 1,23 a
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2,29 minut odpovidajici rozStépenym fragmentim a pik 3,35 minut patii molekule 5B.

Po 120 minutach $tépeni je témert vSe rozstépeno. Pii zvySeni koncentrace chymotrypsinu

na 50 ug v 1 ml se $tépeni urychlilo (Obr. 44). Po 30 minutach byla téméf vSechna

molekula 5B rozstépena.
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Obr. 43: Analyza LC/MS slepého vzorku molekuly 5B a §tépeni chymotrypsinem
(10 pg/1 ml) po 30, 60 a 120 minutach.
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Obr. 44: Stépeni molekuly 5B chymotrypsinem (50 pg/1 ml) po 15 a 30 minutach.
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Intermediat 5D o koncentraci 100 pM se méfil v roztoku 1% DMSO v TRIS pufru. Byl
zméfen slepy vzorek a poté vzorek s chymotrypsinem o koncentraci 10 pg v ¢asovych
intervalech 15, 30 a 60 minut (Obr. 45). Jak je patrné z analyzy, po 60 minutach byla
témet vSechna molekula 5D s retenénim ¢asem 3,02 minut roz§t€pena enzymem na
fragmenty v reten¢nich casech 1,22 a 2,17 minut. Pfi zvySeni koncentrace chymotrypsinu
na 50 pg v 1 ml bylo jiz po 15 minutich vSechno mnozstvi molekuly rozstépeno

(Obr. 46).
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Obr. 45: Analyza LC/MS slepého vzorku molekuly 5D a §tépeni chymotrypsinem
(10 pg/1 ml) po 15, 30 a 60 minutach.
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Obr. 46: Stépeni molekuly 5D chymotrypsinem (50 ug/1 ml) po 15 minutach.

Z téchto méfeni vyplyva, ze pro chymotrypsin je lepSim substratem intermediat 5D,
protoze v obojim méfeni s riznymi koncentracemi enzymu doslo k rychlejSimu Stipani.
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4.3  Druha ¢ast syntézy

Druhé c¢ast syntézy zahrnujici preménu intermediati 4A-D na cilové molekuly A-D
(viz. Obr. 33) se jevila jako obtizna vzhledem k velikosti a struktufe molekul.
Predpokladali jsme véEtsi ztratu materidlu pii optimalizacich, a proto jsme se

z preventivnich divodi rozhodli pracovat pouze s intermediaty sond 4B a 4C.
43.1 Postup A

Tento postup je naznacen ve Schématu 3. Nejprve bylo potieba odchranit Dde skupinu
navazanou na koncové aminoskupiné lysinu. Byla vyzkousena deprotekce s vyuzitim
hydroxylaminu a imidazolu za riiznych koncentraci a reak¢énich podminek. V Tab. 3 jsou
uvedeny reakéni podminky vcetné Cistoty odchranénych meziprodukti. Prvni zplisob
s reakéni dobou 1,5 hodiny se ukazal jako nevyhovujici, protoze nedoslo k Gplnému
odstranéni Dde z aminoskupiny. Na zaklad¢ zkusenosti kolegli z vyzkumné skupiny jsme
snizili koncentraci reak¢niho roztoku, ale prodlouzili dobu reakce nejdiive na 2 a poté na
3 hodiny. Reakéni podminky s niz$i koncentraci roztoku a s reakénim ¢asem 3 hodiny se

ukazaly jako nejlepsi, a proto byl tento zpusob vétSinu syntézy pouzivan.

Tab. 3: Vyzkousené zptisoby odchranéni Dde z koncové aminoskupiny lysinu.

Reak¢ni Koncentrace . .
Rozpoustédlo Cas Cistota
podminky [mol-dm]
NH20H.HCI 1,499 NMP/DCM
o 1,5 hod 80 %
imidazol 1,126 (5:1, VIV)
NH2OH.HCI 0,907 NMP/DCM
o 2 hod 81 %
imidazol 0,632 (3:2, VIV)
NH20H.HCI 0,907 NMP/DCM
o 3 hod 87 %
imidazol 0,632 (3:2, VIV)

Pozn. U vSech reakénich podminek bylo provedeno pouze jedno méteni.

V navrzeném Postupu A, které popisuje Schéma 3 a Tab. 4 se po odchranéni skupiny Dde
postupovalo acylaéni reakci s Fmoc-Lys(Dde)-OH, odchranéni Fmoc klasickym
zpisobem pomoci piperidinu v DMF (1:1, V/V), navazanim Fmoc-NH-PEG-COOH,

poté Fmoc-Sar-OH a nakonec reakci s fluoresceinem za vzniku prekurzorti 6B a 6C. Z
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divodu Spatné rozpustnosti prekurzoru 4B (viz. kap. 5.2) jsme se rozhodli i do této

struktury zatadit molekulu PEG.

‘ ¢ \
D e ol L LA FA I
£ e Toq .
P 2.
g O 3

Schéma 3: Prubéh syntézy Postupu A.

Tab. 4: Reakéni podminky syntézy podle Postupu A.

Reakéni podminky Teplota Cas
_ 0,907M NH>0OH.HCI, 0,632M imidazol
i) rt 3 hod
NMP/DCM (3:2, VIV)
y Fmoc-Lys(Dde)-OH
i) rt 2 hod
HOBt, DIC, DCM/DMF (1:1, V/V)
i) Piperidin/DMF (1:1, V/IV) rt 15 min
Fmoc-NH-PEG-COOH
iv) rt 2 hod
HOBt, DIC, DCM/DMF (1:1, V/V)
Fmoc-Sar-OH
V) rt 2 hod
HOBt, DIC, DCM/DMF (1:1, V/V)
fluorescein
Vi) HOBt, DIC, DMAP rt 16 hod
DCM/DMF (1:1, VIV)

Pozn. U vSech acyla¢nich reakci se pracovalo s koncentracemi roztokti aminokyseliny,

fluoresceinu, HOBt, DIC a DMAP 0,2 mol-dm 3.
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Vaznou komplikaci se ukazalo odchranéni druhé Dde skupiny na koncové aminoskupiné
lysinu u latek 6B a 6C. Byly odzkouSeny zminéné zpiisoby deprotekce uvedené vyse
v Tab. 3 a ve vSech piipadech dochazelo podle LC/MS analyz ke zna¢nému odStépeni
fluoresceinu z peptidového fetézce. Z tohoto duvodu doslo ke zméné strategie syntézy,

ktera je popsana jako Postup B.
43.2 Postup B

Z diivodu nedostatku intermediatu 4B byla optimalizace dalSiho postupu studovana
pouze pro intermedidt 4C. Nova strategie zaménila pofadi navazovdni komponent
(Schéma 4). Po odstranéni Dde chranici skupiny se navazal opét Fmoc-Lys(Dde)-OH a
po odstranéni Fmoc protektivni skupiny se misto Fmoc-Sar-OH navazala 4-fluoro-3-
nitrobenzoova kyselina za vzniku slouceniny 8C. Reakéni podminky jsou ptehledné

uvedené v Tab. 5.

HN._O
o}
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8C
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Schéma 4: Pribéh syntézy podle Postupu B.
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Tab. 5: Reakéni podminky syntézy podle Postupu B.

Reakéni podminky Teplota Cas

) 0,907M NH>OH.HCI, 0,632M imidazol
i) rt 3 hod
NMP/DCM (3:2, VIV)

y Fmoc-Lys(Dde)-OH
i) rt 1 hod
HOBt, DIC, DCM/DMF (1:1, VIV)

iii) Piperidin/DMF (1:1, VIV) rt 15 min

) 4-fluoro-3-nitrobenzoova kyselina
iv) rt 7 hod
HOBt, DIC, DCM/DMF (1:1, VIV)

Pozn. U vSech acylaénich reakei se pracovalo s koncentracemi roztokt kyseliny, HOBt a

DIC 0,2 mol-dm 3.

V dal$im kroku nésledovala substituce fluoru na benzenovém jadie za hydroxylaminovou
skupinu za vzniku slouceniny 9C (Schéma 5, Tab. 6). Pryskyfice se nechala reagovat s
1M roztokem hydroxylaminu v pyridinu pies noc pii pokojové teploté. Pfedpokladalo se,
ze za téchto reakénich podminek dojde i k odstranéni chranici Dde skupiny. Tento
pfedpoklad byl potvrzen a skute¢né doslo 1 k deprotekei koncové aminoskupiny lysinu.
Jak jsme zjistili, bylo nutné po tomto kroku pryskytici obzvlast’ dikladné promyt, aby se
zabranilo nechténé redukci hydroxylaminu na aminoskupinu. Opét bylo odzkouseno vice
zpuisobll, osvédcila se nasledujici sekvence: 10 x pyridin, 10 x 1% AcOH/DMF,
10 x 20% H>O/DMF, 10 x DMF, 10 x DCM, 3 x MeOH a pryskyfici zcela vysusit
proudem dusiku.

Dale nasledovala acyla¢ni reakce intermediatu 9C s Fmoc-Sar-OH s metodikou
HOBt a DIC pfi pokojové teploté 2 hodiny. Podle pfedpokladu se aminokyselina navéazala
tvorbou amidické vazby na odchranénou aminoskupinu, nicméné doslo 1 k vytvofeni
esterové vazby s hydroxylaminovou skupinou za vzniku slou¢eniny 10C (Schéma 5).
Pokracovalo se deprotekci Fmoc chranéné aminoskupiny, kdy doSlo nejen k odchranéni
aminoskupiny, ale i zaniku esterové vazby a obnoveni hydroxylaminu za vzniku
slouc¢eniny 11C. V poslednim kroku Postupu B, kdy se navazoval fluorescein, bylo
zjiSténo, Ze v pfitomnosti hydroxylaminové skupiny se fluorescein na sarkosin nevaze, a
navic dochazi k redukci hydroxylaminu na amin za vzniku derivatu 12C. Proto bylo

pristoupeno opét ke zmeéng¢ strategie syntézy prvni ¢asti sondy C.
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Schéma 5: Koncové kroky syntézy podle Postupu B.
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Tab. 6: Reakéni podminky koncovych reakcei syntézy podle Postupu B.

Reakéni podminky Teplota Cas
_ 1M NH20H.HCI
) o rt pfes noc
pyridin
y Fmoc-Sar-OH
i) rt 2 hod
HOBt, DIC, DCM/DMF (1:1, VIV)
iii) Piperidin/DMF (1:1, VIV) rt 15 min
fluorescein
iv) HOBt, DIC, DMAP rt 16 hod
DCM/DMF (1:1, VIV)

Pozn. U vSech acylaénich reakci se pracovalo s koncentracemi roztokd aminokyseliny,

fluoresceinu, HOBt, DIC a DMAP 0,2 mol-dm 3.

433 Postup C

V tomto postupu bylo navrzeno navazat stavebni blok sarkosin-fluorescein (molekula 16)
na intermedidt 9C misto jednotlivych reakci pryskyfice s Fmoc-Sar-OH, odchranéni
Fmoc a poté acylace s fluoresceinem. Predpokladalo se, ze timto zptisobem dojde
k zabranéni redukce hydroxylaminu na aminoskupinu.

Stavebni blok 15 byl pfipraven na Wangoveé pryskyfici, kde se aminokyselina
sarkosin navazala na hydroxy skupinu pomoci esterové vazby. Déle se odstranila Fmoc
chréanici skupina a navazal fluorescein. Celkova piiprava je popsana ve Schématu 6.
Hotovy stavebni blok 15 byl odstépen z Wangovy pryskyfice pomoci §té€piciho koktejlu
TFA v DCM.

0,2M Fmoc-Sar-OH 1. piperidin/DMF
02u HoBa DIC (1, V) o TFADCM (1:1, VIV) o
’ min. 3 x 15 min, rt
Q 0._0 O\O)K/N\ — = HO)K/N\
OH  pCMIDMF (1:1, VIV) \E P 2.0,2M fluorescein
1 hod, rt N 0,2M HOBY, DIC, DMAP

Fmoc DCM/DMF (1:1, VIV)
13 23 hod, rt
14 15 16
Schéma 6: Ptiprava stavebniho bloku 16.
Meziprodukt 9C se nechal reagovat s 0,2M roztokem stavebniho bloku 16 s metodikou

HOBt a DIC 4 hodiny pii pokojové teploté (Schéma 7). Podle analyzy z LC/MS jsme
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zjistili, ze opét dochazi k redukci hydroxylaminové skupiny na aminoskupinu za vzniku

slouceniny 17C a stavebni blok 16 se nenavazal na volnou aminoskupinu lysinu.

DCM/DMF (1:1, VIV)

NHOH
0,2M HOBt, DIC
4 hod, rt

H H
HQNMN NN N GNP
H H X

Schéma 7: Acylacni reakce intermediatu 9C se stavebnim blokem 16.
4.3.4 Postup D

Postup D byl realizovan stejné jako Postup B s rozdilem, ze se hydroxylaminova skupina
intermediatu  9C ochranila pomoci terc-butyldimethylsilyl chloridu (TBDMSCI).
Predpokladali jsme, ze v tomto ptipadé nebude dochazet k redukci hydroxylaminu na

amin pii reakci s fluoresceinem (Schéma 8).

HN o
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HZNW\HJ\N
0. NH H H (e} 0. NH
Z NO, NO,
HN_
Q

18 19 20

Schéma 8: Nova strategie syntézy podle Postupu D.

Na Schématu 9 (Tab. 7) mizeme vidét, Ze se intermediat 9C nechal reagovat s roztokem
0,3M TBDMSCI a 0,4M imidazolu v suchém DMF 16 hodin pfi pokojové teploté.
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Pii ptipravé vzorku pryskyfice pro analyzu na LC/MS (Stépeni v 50% TFA/DCM)
dochdzi k ¢astecnému nebo uplnému odpadnuti chranici TBDMS skupiny, a proto mohou
byt analyzy do jisté miry matouci. Na analyze byly patrné dva dominantni piky. Hmotnost
prvniho piku s reten¢nim c¢asem 1,92 minut byla o 28 vyssi nezZ hmotnost intermediatu 9C
a druhého byla o 142 vyssi. Jejich vzajemna hmotnost se liSila o hmotnost pouzitého
silyla¢niho ¢inidla. Z analyzy neni mozno urcit, zda doslo jen k ¢astecné protekci nebo
k Gplné protekci a ¢asteéné hydrolyze u intermediatu 9C pii ptipravé vzorku na analyzu.
Navic bylo zfejmé, ze na molekule dosSlo k né¢jaké neoCekavané modifikaci. Tato
modifikace byla studovéana a podle vyzkumu skupiny Sakurai a spol.®° maze dochazet pti
reakci TBDMSCI v piitomnosti imidazolu v suchém DMF k formylaci primarnich
aminoskupin. Podle této studie mame na pryskyfici nejspis§ smés dvou intermediatt 21C
a 22C, tedy bud’ zcela nebo jen zcasti protekovanou molekulu na hydroxylaminu
(Schéma 9). Tuto teorii Snavazanym formylem na aminoskupiné jsme ovéfili
Vv nésledujicich krocich syntézy.

Pryskyfice se promyla DMF a DCM a nechala reagovat s 0,2M roztokem Fmoc-
Sar-OH pfti pokojové teploté 5 hodin. Na analyze se opét objevily dva dominantni piky.
Prvni pik s reten¢nim ¢asem 1,96 minut svou hmotnosti odpovidal meziproduktu 21C
jako pfti predchozi analyze. Tato ¢ast pryskyftice tedy nereagovala se sarkosinem, protoze
aminoskupina byla branéna formylem a hydroxylamin byl silylovan. Hmotnost druhého
piku byla opét o 28 vyS§si nez hmotnost ocekavaného produktu s navdzanym sarkosinem.
Tato zbyla ¢ast pryskyfice se sarkosinem zreagovala, ale nikoliv na aminoskuping lysinu.
Predpokldadame, Ze doSlo k vytvofeni esterové vazby sarkosinu na volnou
hydroxylaminovou skupinu za vzniku slou¢eniny 23C (Schéma 9). Pokud se pryskyfice
nechala reagovat s roztokem Fmoc-Sar-OH dalsi 2 hodiny, tak z chromatogramu pik
s retencnim Casem 1,96 minut zcela zmizel a produktem byl pouze intermediat 23C.
Tudiz chranici TBDMS skupina na hydroxylaminu byla zcela nahrazena sarkosinem,
pokud byl dostatecny reak¢ni ¢as. Intermediat 23C jsme zreagovali s piperidinem v DMF
(1:1, V/V) po dobu 30 minut. Analyza ukézala, Ze esterovd vazba sarkosinu
S hydroxylaminem zanikla a regeneroval se volny hydroxylamin na slouc¢eniné 22C.

Takto jsme potvrdili, Ze aminoskupina lysinu byla zablokovana formylem a Ze se
sarkosin navazal na nechranény hydroxylamin pomoci esterové vazby, ktera byla Stépena
piperidinem. Pokud by byl sarkosin vdzan na lysin amidickou vazbou, tak by pfi reakci

s piperidinem nedoslo k jeho odStépeni.
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Schéma 9: Reakéni kroky syntézy podle Postupu D.
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Tab. 7: Reakéni podminky syntézy podle Postupu D.

Reakéni podminky Teplota Cas
0,3M TBDMSCI
i) 0,4M imidazol rt 16 hod
suchy DMF
0,2M Fmoc-Sar-OH
i) 0,2M HOBt, 0,2M DIC rt 5 hod
DCM/DMF (1:1, VIV)
11)) Piperidin/DMF (1:1, V/IV) rt 30 min

Reakce byla optimalizovana a misto suchého DMF se pro protekéni reakci vyuzila
kombinace suchého DCM za ptidavku NMP kvili zvySeni rozpustnosti. Za téchto
podminek nedochazelo k formylaci volné aminoskupiny. Syntéza je shrnuta
ve Schématu 10 a Tab. 8. Reakci s Fmoc-Sar-OH s dostate¢nym reak¢énim ¢asem opét
doslo k tiplnému nahrazeni TBDMS chrénici skupiny sarkosinem za vzniku derivatu 10C.
Pfi odstranéni Fmoc skupiny 50% roztokem piperidinu v DMF se podle LC/MS analyzy
obnovil volny hydroxylamin, ¢imz vznikla sloucenina 11C. Proto jsme pfistoupili
k opakovani protekce hydroxylaminu pomoci TBDMS za stejnych reakénich podminek
s nadé€ji, Ze se nam u vzniklého derivatu 25C podaii bezpecné navéazat fluorescein.
V tomto ptipad€é se fluorescein na volnou aminoskupinu sarkosinu vazal, ale opét
dochazelo prevazné k redukci hydroxylaminové skupiny, navic vzniklo velké mnozstvi

necistot a pryskyfice se stala prakticky nepouzitelnou.
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Schéma 10: Optimalizace syntézy podle Postupu D.
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Tab. 8: Optimalizované reakéni podminky syntézy podle Postupu D.

Reakéni podminky Teplota Cas
0,3M TBDMS
i) 0,4M imidazol rt 16 hod
suchy DCM, NMP (1:1, V/V)
Fmoc-Sar-OH
i) HOBt, DIC rt 3 hod
DCM/DMF (1:1, VIV)
11)) piperidin/DMF (1:1, V/V) rt 30 min
fluorescein
iv) HOBt, DIC, DMAP rt pies noc
DCM/DMF (1:1, V/IV)

Pozn. U vSech acylacnich reakci se pracovalo s koncentracemi roztokii aminokyseliny,

fluoresceinu, HOBt, DIC a DMAP 0,2 mol-dm 3.
435 Postup E

V tomto postupu bylo navrzeno pouzit Fmoc-Lys(Mtt)-OH misto Fmoc-Lys(Dde)-OH,
aby se ptredeslo problému deprotekce Dde skupiny v ptitomnosti fluoresceinu, jak bylo
pozorovano pii Postupu A. Déle se na aminoskupinu lysinu zbavenou Mtt chranici
skupiny mél navazat stavebni blok 36 slozeny z 4-fluoro-3-nitrobenzoové kyseliny, ktera
nesla pfes amidickou vazbu navdzany alanin a fluor v pozici 4 byl substituovan
hydroxylaminem. Strategie navazani celého stavebniho bloku 36 byla zvolena z divodu,
aby tento krok syntézy byl poslednim a hydroxylaminova skupina se nemohla redukovat

na aminoskupinu. Tyto zdméry jsou piehledné zndzornéné ve Schématu 11.
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Schéma 11: Zaméry syntézy podle Postupu E.

Stavebni blok 35 se pfipravil opét na pevné fazi s pouzitim Wangovy pryskyfice
(Schéma 12). Z pryskytice 13 se odstranila Fmoc chranici skupina pomoci piperidinu
v DMF (1:1, V/V) a poté se nechala reagovat s 0,3M roztokem Fmoc-Ala-OH s pouzitim
HOBt, DIC a DMAP pii pokojové teploté pres noc. Dale se opét odchranil Fmoc a
nasadila se reakce s 0,3M roztokem 4-fluoro-3-nitrobenzoovou kyselinou s metodikou
HOBt a DIC pfi laboratorni teploté ptfes noc. Nakonec bylo potieba fluor substituovat
hydroxylaminovou skupinou, a to pomoci 1M roztoku NH2OH.HCI v pyridinu opét pfi
laboratorni teploté pies noc. Jak bylo zminéno vySe, po takovéto reakci bylo nutno
pryskyfici dikladné promyt a vysusit, pouzili jsme stejnou sekvenci jako v pfedchozim
ptipadé (viz. kapitola 5.3.2). Po vysuseni bylo potieba stavebni blok 35 odstépit
z pryskyfice za pomoci $tépiciho koktejlu 50% TFA v DCM.

0,3M Fmoc-Ala-OH L . COOH
0,3M HOBt, DIC, DMAP plperldln/DM_F (1:1, VIV) 9
15 min, rt
Q o0_0 _— = o._0 +
OH DCM/DMF (1:1, VIV) I _Fmoc I NO,
rt, overnight H NH, F
33
13 31 32
0,3M HOBt, DIC
DCM/DMF (1:1, V/V)
rt, overnight

9 1M NH,OH.HCI ?

HO.__O o. 0
I TFA/DCM (1:1, VIV) /\/[ pyridin
NH 3x 15 min, rt NH rt, overnight NH
L “CL L
NHOH NHOH F

36 35 34

o

Schéma 12: Ptiprava stavebniho bloku 36.
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Postup E je shrnut ve Schématu 13 (Tab. 9). Z intermedidtu 4C se odchranila Dde skupina
a navazal se Fmoc-Lys(Mtt)-OH. Dale se pokra¢ovalo odchranénim Fmoc, navazanim
sarkosinu, opét odchranéni Fmoc a pfipojeni fluoresceinu za vzniku slouceniny 38C.
Odchranéni Mtt chranici skupiny probihalo odlisné nez u piedchozich deprotekei a to za
pomoci smési hexafluoro-2-propanolu a 2,2,2-trifluorethanolu. Z ¢asovych divodut byla
reakce ukoncena po 3,5 hodinach. Kontrolni analyza na LC/MS po odchranéni Mtt
potvrdila, ze lysin nebyl reakci zcela deprotekovan, protoze na chromatogramu byl patrny
pik odpovidajici jeho hmotnosti. Pokud by byla pryskyfice zcela zbavena Mtt skupiny,
pak by byla vymyta po reakci a na analyze bychom ji nevidé€li. Neuplna deprotekce ndm
ale nevadila, protoze intermediat 39C byl stejné pouzit pouze pro testovaci reakci, ktera
probéhla s 0,2M roztokem stavebniho bloku 36 s metodikou HOBt a DIC pfi laboratorni
teploté 3 hodiny. Nevznikl Zadny produkt, a proto se v reakci pokracovalo po dobu dalSich
17 hodin pti 40 °C. Ani takto nevznikl kyzeny produkt, a bylo tedy potieba opét pristoupit

ke zméné syntetického pristupu.
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Schéma 13: Ptiprava prvni ¢asti sondy podle Postupu E.
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Tab. 9: Reakéni podminky pro ptipravu podle Postupu E.

Reakéni podminky Teplota Cas

) 0,907M NH>OH.HCI, 0,632M imidazol
i) rt 3 hod
NMP/DCM (3:2, VIV)

Fmoc-Lys(Mtt)-OH

i) rt 2 hod
HOBt, DIC, DCM/DMF (1:1, VIV)
iii) piperidin/DMF (1:1, V/V) rt 15 min
) Fmoc-Sar-OH
iv) rt 2 hod
HOBt, DIC, DCM/DMF (1:1, V/V)
fluorescein
V) HOBt, DIC, DMAP rt 16 hod

DCM/DMF (1:1, VIV)
1,25M triethylsilan
) 0,95M hexafluoro-2-propanol
vi) ) 60 °C 3,5 hod
0,66M 2,2,2-trifluoroethanol

8,21M 1,2-dichlorethan

0,2M stavebni blok 36 it 3 hod
vii) HOBt, DIC
DCM/DMF (1:1, VIV) 40 °C 17 hod

Pozn. U vSech acylacnich reakci se pracovalo s koncentracemi roztokii aminokyseliny,

fluoresceinu, HOBt, DIC a DMAP 0,2 mol-dm 3.
436 Postup F

V tomto postupu jsme navrhli modifikovat ob¢ ¢ésti sondy a to tak, Ze bychom zaménili
jejich funkéni skupiny. Na prvni ¢asti sondy modifikaci C mé byt navazana
hydroxylaminova skupina a na druhé ¢asti sondy RhB1 konjugovany dien pfedstavovany
sorbovou kyselinou. Navrh v Postupu F tedy znél, Ze prvni ¢ast sondy ponese sorbovou
kyselinu za vzniku sondy F a na druhou ¢ast sondy se zavede hydroxylamin za vzniku
slou¢eniny RhB2 (Obr. 47). Timto krokem jsme se chtéli vyhnout jakékoliv interakci

fluoresceinu s hydroxylaminem.

63



Mo ook oo oo
PPPOSSBNY o S 1 'S POOS YD o ST
Sty P ey S LAy P ey
A RTTETT LA E— A FTTRTT LA
HNT(‘, c HN__o F

Y

S o,

7

RhB2

Obr. 47: Navrzené zmény (Cervené vyznacené) prvni i druhé ¢asti sondy podle

Postupu F.

Postup F byl realizovéan identickym postupem jako Postup E, avSak v poslednim kroku se
misto stavebniho bloku 36 navazala kyselina sorbova (Schéma 14, Tab. 10). Reakce
probihala s 0,2M roztokem kyseliny sorbové s metodikou HOBt a DIC v DCM/DMF
(1:1, V/V) pii laboratorni teploté 3 hodiny. Analyza z LC/MS nam potvrdila vyskyt
produktu, a tak se nam podafilo syntetizovat modifikovanou prvni ¢ast sondy jako
slouc¢eninu 41C podle Postupu F.

Modifikovanou druhou ¢ast sondy RhB2 ptipravoval kolega MSc. David
Milicevi¢, Ph.D a zjistil, Ze takto navrzenou molekulu (Obr. 47) nelze pfipravit. Opét
dochazelo k neocekavanym interakcim hydroxylaminu tentokrat s molekulou
rhodaminu B. Druhou ¢ast sondy RhB2 tedy nebylo mozné syntetizovat a opét jsme

museli zvolit jinou cestu pro pfipravu prvni ¢asti sondy C.
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OH

Schéma 14: Piiprava prvni ¢asti sondy podle Postupu F.

Tab. 10: Reakéni podminky pro piipravu podle Postupu F.

1] [ HN._O 0+ 0O \N
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[ ) S H H i

Reakéni podminky Teplota

1,25M triethylsilan
) 0,95M hexafluoro-2-propanol
i) _ 60 °C
0,66M 2,2,2-trifluoroethanol

8,21M 1,2-dichlorethan

3,5 hod

0,2M kyselina sorbova
i) 0,2M HOBt, 0,2M DIC
DCM/DMF (1:1, VIV)

rt

3 hod
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4.3.7 Postup G

Tento postup byl navrzZen a v analytickém mnozstvi Gspé$né ovéien konzultantem MSc.
Davidem Mili¢evicem, Ph.D, ja jsem tento postup aplikovala na vé&tSi mnozstvi
pryskyfice. Strategie spocivala v tom, ze se opét pouzil lysin s protekovanou koncovou
aminoskupinou pomoci Mtt jako v Postupu E a F, a navic se vynechala aminokyselina

sarkosin z peptidového fetézce. Postup je obecné znazornén na Schématu 15.

HN \?O HN \?O
deprotekce

28 42

l navazani fluoresceinu

Eil\gnv\o/\’\fiuw\/v[”)\ S %I HV\/DN)OLNNTI;)‘

ow/

NO,
NHOH 44 43

Schéma 15: Obecné schéma pfistupu k syntéze v Postupu G.

Klicem k tspéchu syntézy bylo pravé vynechani aminokyseliny sarkosinu a navazani
molekuly fluoresceinu rovnou na odchranénou aminoskupinu lysinu, jakoZto na primarni
amin. Fluorescein se ze zkuSenosti vazal na sekundarni aminy, a to z prostého divodu.
Fluorescein je pH dependentni a ma dvé formy. V bazickém prostiedi je v tzv. oteviené
form¢ a nese zaporny naboj, naopak v kyselém prostiedi dochazi k protonizaci a zavieni

molekuly, ¢imz dojde k vytvoteni laktonu neboli cyklického esteru (Obr. 48).

Obr. 48: Zavislost fluoresceinu na pH prostiedi.
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V pivodnim navrhu prvni ¢asti sondy byl fluorescein navazany pies amidovou vazbu na
sekundérni amin (sarkosin), aby se zabranilo nechténé cyklizaci. Avsak jeho navdzanim
na primarni amin se situace méni a zde muze dochazet k vytvotreni laktamu neboli
cyklického amidu (Obr. 49). Nicméné¢ se navazani fluoresceinu na primarni

aminoskupinu zdalo jako jedind moznost Gspésne dokoncit syntézu prvni ¢asti sondy.

Obr. 49: Tvorba laktamu zptisobena vazbou na primarni amin.

Syntetické kroky jsou znazornény na Schématu 16 (Tab. 11). Intermediat 4C se odchranil
pomoci 0,4M roztoku N2H4.H20 v DMF z dtivodu tGspory ¢asu a zopakovani syntetickych
kroku pfesné tak, jak je provedl konzultant MSc. David Mili¢evi¢, Ph.D. Poté se navazala
aminokyselina Fmoc-Lys(Mtt)-OH, nasledn¢ se deprotekovala Mtt skupina a misto ni se
navazal fluorescein. Analyza z LC/MS nebyla zcela ¢istd, kromé dominantniho piku
molekuly 45C se vyskytovaly i necistoty. Zjistili jsme, ze protektivni Mtt skupina nebyla
zcela odstranéna, a proto jsme pii dalSim zopakovani reakce zvysili reakéni dobu
deprotekce na 7 hodin. Za téchto reakénich podminek byla aminoskupina zcela
odchranénd. Ovéfili jsme to jednoduchou reakci analytického mnozstvi pryskyfice
s odchranénou aminoskupinou s Fmoc-Ala-OH, kdy na analyze byl patrny pouze jeden
pik odpovidajici produktu.

Dale se deprotekovala Fmoc skupina a nasadila se reakce s 4-fluoro-3-
nitrobenzoovou kyselinou. Poslednim krokem byla substituce atomu fluoru za
hydroxylamin. Vyuzil se opét 1M roztok NH2OH.HCI v pyridinu a reagovalo se pies noc.
Po reakci bylo potifeba pryskyfici fadné¢ promyt, pouzil se osv€dCeny zplsob:
10 x pyridin, 10 x 1% AcOH/DMEF, 10 x 20% H2O/DMF, 10 x DMF, 10 x DCM, 3 x
MeOH a pryskyfici zcela vysuSit proudem dusiku.
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Schéma 16: Ptiprava prvni Casti sondy podle Postupu G.
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Tab. 11: Reak¢ni podminky piipravy podle Postupu G.

Reakéni podminky Teplota Cas
) 0,4M N2H4.H20
1) rt 3 X 3 min
DMF
Fmoc-Lys(Mtt)-OH
i) HOBt, DIC rt 2 hod

DCM/DMF (1:1, VIV)
1,25M triethylsilan
0,95M hexafluoro-2-propanol
11)) ] 60 °C 5 — 7 hod
0,66M 2,2,2-trifluoroethanol
8,21M 1,2-dichlorethan

fluorescein
iv) HOBt, DIC, DMAP rt 18 hod
DCM/DMF (1:1, VIV)
V) piperidin/DMF (1:1, V/V) rt 15 min

4-fluoro-3-nitrobenzoova kyselina

vi) HOBt, DIC rt 7 hod

DCM/DMF (1:1, VIV)
1M NH20H.HCI

Vii) o rt pres noc
pyridin

Pozn. U vSech acylacnich reakci se pracovalo s koncentracemi roztoki kyseliny,

fluoresceinu, HOBt, DIC a DMAP 0,2 mol-dm3.

Analyza na LC/MS ukéazala mnoho necistot, ale dominantni pik odpovidal pozadovanému
produktu 46C. Nasledné bylo potieba slouceninu 46C odstépit z pryskyfice pomoci
koktejlu 50% TFA v DCM a zcela ususit na lyofilizatoru. Nakonec se odstépena smes z
pryskyfice precistila za pomoci semi-preparativni HPLC za zisku kone¢né modifikace E
prvni ¢asti sondy.

Z Casovych divodi nebyly syntetizovany zbylé ti1 modifikace prvni ¢asti sondy
A, B a D podle Postupu G. U fluorescen¢nich méteni se pracovalo pouze se slouceninou

E a molekulou RhB1.
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4.4 ZkuSebni hetero Diels-Alderova reakce na modelovém systému

V pribehu syntézy prvni casti sondy jsme ovérili a nasledné optimalizovali hetero Diels-
Alderovu cyklizaci na modelovém systému (Schéma 17). Pouzili jsme druhou ¢ast sondy
RhB1 a ptipraveny stavebni blok 36 (syntéza viz. kapitola 5.3.5). Na zakladé zkusenosti
kolegu z vyzkumné skupiny jsme se rozhodli jako rozpoustédlo pouzit jednoduchy
alkohol. Pouze zkusebn¢ bez definovanych koncentraci latek jsme provedli v analytickém
méfitku reakci slou¢eniny RhB1 s molekulou 36 v methanolu, ethanolu, propan-1-olu a
butan-1-olu s ptidavkem 100 pl 33% H20: v celkovém objemu 1 ml. Po jedné hodin¢ se
provedla LC/MS analyza. NejCistéjsi chromatogram mél ethanol (EtOH) jako

rozpoustédlo, a proto jsme dal pracovali s nim.

RhB1 36 47

Schéma 17: ZkuSebni hetero Diels-Alderova reakce na modelovém systému.
44.1 Katalyzator

Podle studie skupiny Zhao a spol.” jsme pouzili katalyzator difenyldiselenid (Ph2Sez).
Komponenty RhB1 (3,71 umol) a 36 (3,71 umol) se rozpustili v 1 ml EtOH s 50 ekv.
33% H202 (17 pl) a zkoumalo se nejmensi potfebné mnozstvi katalyzatoru PhoSe>.
Experimenty byly provedeny s 0; 0,05; 0,1; 0,2 a 0,4 ekvivalenty Ph,Se,. Reakce byla
provadéna 1 hodinu a poté se roztoky analyzovaly na LC/MS. Vysledky jsou srovnany
na Obr. 50. Pik s reten¢nim ¢asem 2,93 min odpovida produktu 47 a pik 4,05 min pak
vychozi slouceniné RhB1. Po jejich zintegrovani jsme zjistili, Ze se mnozstvi produktu
ve vSech méfeni nijak vyrazn€ nelisi, a tudiz katalyzator Ph.Sez nebyl pro nase ucely

potiebny.
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JH-JR-HDA-eth-0-Ph2Se2-1h 3: Diode Array
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JH-JR-HDA-eth-0-2Ph2Se2-1h 3: Diode Array

. 4.06 Range: 8.451e+1
S 50en (D) 1,75 % 98,25 %
< 3

0.0 293
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JH-JR-HDA-eth-0-4Ph2Se2-1h 3: Diode Array

4.05 Range: 8.835e+1
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Obr. 50: Analyzy LC/MS z méfeni RhB1 a molekuly 36 s 33% H.O> (50 ekv.) v EtOH
(A) bez katalyzatoru, (B) 0,05 ekv., (C) 0,1 ekv., (D) 0,2 ekv. a (E) 0,4 ekv.

442 Detekce peroxidu vodiku

Dalsim ukolem bylo zjistit, jaké je nejmensi detekovatelné mnozstvi H.O». Provedli jsme
reakci RhB1 (3,71 umol) s 36 (3,71 pumol) v EtOH opét 1 hodinu bez H202 a poté
s koncentraci 0,0037; 0,0191 a 0,0371 mol-dm™3. Vysledky jsme analyzovali opét na
LC/MS. Jak mzeme vidét na Obr. 51, reakci bez peroxidu nevznika produkt 47. Pfi
pouziti H20, v koncentraci 0,0037 mol-dm > mieme po 1 hodiné pozorovat pik
3,18 min odpovidajici produktu 47. Tudiz miZeme fict, Ze pomoci méteni na LC/MS
jsme schopni pomoci modelového systému detekovat H20> v koncentraci

0,0037 mol-dm 2 po 1 hodiné méfeni.
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Obr. 51: Analyzy LC/MS z méfeni RhB1 a 36 v EtOH 1 hodinu. (A) 0 mol-dm3,

(B) 0,0037 mol-dm™3, (C) 0,0191 mol-dm™%, (D) 0,0371 mol-dm 3.
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5. Fluorescen¢éni méreni

Pro fluorescencni méteni se pouzivala pouze modifikace prvni ¢asti sondy E pfipravena
podle Postupu G. Od pivodniho navrhu se odliSuje tim, ze neobsahuje aminokyselinu

sarkosin a fluorescein je vazan rovnou na e-aminoskupinu lysinu (Obr. 52).
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Obr. 52: Optimalizovana podoba prvni ¢asti sondy E.

Nez se pustime do zhodnoceni namétfenych fluorescencnich spekter, je potieba si
vysvétlit, na jakém principu ma multifunkéni fluorescenéni sonda fungovat. Nami
navrzena sonda ma reflektovat pfitomnost peroxidu vodiku a protedzy trypsinu. Jak bylo
feceno, sonda se sklada ze dvou ¢asti. Prvni ¢ast sondy E obsahuje v peptidovém fetézci
specifické misto, kde v ptitomnosti trypsinu bude dochazet k hydrolyze peptidové vazby.
Dale je v molekule zavedend hydroxylaminova skupina, kterd ma byt oxidovana H.O2 na
nitrosoderivat, ktery by mél fungovat jako dienofil v hetero Diels-Alderové reakci. Dien
je ptredstavovan kyselinou sorbovou, kterd je obsazena v molekule druhé casti sondy
RhB1. Reakce sondy E/RhB1 na vyskyt H2O a trypsinu jsou znazornény na Obr. 53.
Multifunkéni fluorescencni sonda E/RhBL1 je zalozena na dvojim Forsterové
rezonan¢nim pienosu energie (FRET). Jako prvni donor zde vystupuje molekula DEAC
a prislusnym akceptorem je fluorescein, jehoz excitacni pas se prekryva s emisnim pasem
DEAC. Takze mezi fluorescen¢nimi barvivy DEAC a fluorescein bude dochazet
K FRETU 1 pfi excitaci 1 za normalnich podminek. Pokud bude v roztoku pfitomna

proteaza trypsin, pak dojde k hydrolyze peptidového fetézce a FRET 1 bude pferusen.

73



V piipad¢, ze se v roztoku bude vyskytovat H.Oz, pak dojde k oxidaci hydroxylaminové
skupiny na pfislusny nitrosoderivat, ktery bude reagovat s dienem na molekule RhB1 za
vytvoieni oxazinového kruhu. V takovém ptipadé bude fluorescein donorem energie pro
rhodaminovou cast, protoze dojde k prekryti excitacniho pasu rhodaminu s emisnim
pasem fluoresceinu, a bude aktivni FRET 11 FRET 2. V situaci, kdy se v roztoku nachazi
jak H20z, tak trypsin, pak bude aktivni pouze FRET 2 pii excitaci 2. Cely princip detekce

je prehledné zobrazen na Obr. 54.
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Obr. 54: Obecny princip detekce H20; a trypsinu multifunkéni sondou E/RhB1.
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Zakladem naseho vyzkumu je pozorovani zmén ve fluorescencnich profilech fluoroforti
DEAC, fluoresceinu a rhodaminu B v reakci na ptitomnost H202 a trypsinu. V této
kapitole si nejdiive uvedeme zakladni charakteristiku obou ¢asti sondy E/RhB1.
Podivame se na fotostabilitu molekul E a RhB1 v riznych roztocich pfi definované
teploté a na zavislost molekuly E na zmény teplot. PopiSeme si chovani sondy E
Vv pfitomnosti rGznych koncentraci trypsinu. A nakonec se zaméfime na odezvu
sondy E/RhB1 na ptitomnost H2O2. VSechna spektra byla z ¢asovych divodi méfena

pouze jednou.

5.1 Z.akladni charakteristika

Pii méfeni excitacnich a emisnich spekter se pracovalo s koncentraci 10 pM slouceniny E
i molekuly RhB1 v roztoku 10% DMSO v TRIS pufru (pH = 8). TRIS pufr byl zvolen
kvili jeho rozsahu pH pfiblizn¢ 7-9, coz se shoduje s fyziologickym pH vétSiny zivych
organismd. Pfidavek DMSO byl nutny skrze $patnou rozpustnost sondy E v samotném
TRIS pufru, jak bylo zminéno v kapitole 5.2.

Vzorek se tedy rozpustil v ¢istém DMSO, a poté se vhodné nafedil piedem
vytemperovanym TRIS pufrem na 37 °C. Nasledné se roztok prefiltroval do kyvety a
nechal se 5 minut temperovat na 37 °C, nez se pieslo k samotnému méteni spekter.

Sonda E nese fluorofor DEAC a fluorescein. Excita¢ni spektrum DEAC (Graf 1)
se méfilo pro emisi v maximu 480 nm, emisni spektrum pak pfi excitaci v maximu
425 nm. Na emisnim spektru mizeme vidét i pik odpovidajici fluoresceinu s maximem

515 nm. Fluorescein je tedy mozZné excitovat 1 vinovou délkou 425 nm.

DEAC

N w B
o o o

intenzita [a.u.]

=
o

o

350 380 410 440 470 500 530 560 590

vinova délka [nm]

excitace pro emisi 480 nm emise pfi excitaci 425 nm

Graf 1: Excita¢ni a emisni spektrum molekuly E s vyznacenymi maximy.
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Excita¢ni spektrum fluoresceinu (Graf 2) se métilo pro emisi v maximu 515 nm, emisni
spektrum pak pii excitaci v maximu 490 nm. Je ziejmé, ze DEAC ve svém spektru

vykazuje vétsi Stokestiv posun nez fluorescein.

fluorescein
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0
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vinova délka [nm]

excitace pro emisi 515 nm

emise pfi excitaci 490 nm

Graf 2: Excita¢ni a emisni spektrum molekuly E s vyzna¢enymi maximy.

Molekula RhB1 obsahuje pouze jeden fluorofor a to rhodamin B. Jeho excita¢ni spektrum

bylo zméteno pro emisi v maximu 590 nm, emisni spektrum pak pfi excitaci v maximu
570 nm (Graf 3).

rhodamin B
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excitace pro emisi 590 NM e===emise pro excitaci 570 nm

Graf 3: Excitacni a emisni spektrum molekuly RhB1 s vyzna¢enymi maximy (bila

znacka odpovida vinové délce ptiblizné 560 nm).

Ackoliv bylo zjisténo, ze rhodamin ma excitacni maximum piiblizné¢ v bod¢ 570 nm, tak

se pro vSechna experimentalni méteni pouzivala excitace pii vinové délce 560 nm. Bylo
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to z toho divodu, Ze jsme excitani a emisni spektra zméfili az ke konci provadénych
experimentll a vlnova délka 560 nm je b&zn€ pouzivand jako excitacni maximum pro
rhodamin B.

Protoze se v nasledujicich méfenich bude pracovat s obéma castmi sondy
dohromady, zméfilo se i emisni spektrum pro RhB1 pfi excitaci vinovou délkou 425 nm
pouzivanou pro excitaci DEAC. Zjistili jsme, Ze rhodamin Ize excitovat i touto vinovou
délkou, ale intenzita fluorescence je tak nizka, ze by nemeélo dochéazet k nezadané

interferenci.

rhodamin B

14
12

intenzita [a.u.]

o N B OO

450 475 500 525 550 575 600

vinova délka [nm]

emise pfi excitaci 425 nm

Graf 4: Emisni spektrum molekuly RhB1 pfi excitaci vinovou délkou 425 nm.

5.2 Fotostabilita

Protoze se ptfi detekénich méteni H20. nebo trypsinu bude pozorovat zména
fluorescen¢nich profilti fluoroforti, je potieba zjistit, jestli jsou obé& Casti sondy
fotostabilni v Case, pfipadné jak moc se budou intenzity fluorescence meénit s ¢asem.

Stabilita se zméfila v riznych roztocich v urcitych ¢asovych intervalech.
5.2.1  Prvni ¢ast sondy — molekula E

Jako prvni se zjiSt'ovala stabilita v TRIS pufru (Graf SA). I ptesto, Ze jsme védéli, Ze prvni
cast sondy E je Spatné rozpustna v samotném TRIS pufru, chtéli jsme mit tyto data
naméfené. Vzorek byl pfipraven CasteCnym rozpuSténim v TRIS a poté alespon péti
minutovym oSetfenim v ultrazvukové 1dzni. Méfilo se za laboratorni teploty. Na spektru

je viditelny pouze pik odpovidajici DEAC, fluorescein v roztoku TRIS nebyl excitovan
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vinovou délkou 425 nm. Daéle je pozorovatelna velkd zména intenzity v ¢ase 30 minut,
Vv kyvetg, protoze roztok nebyl zcela homogenni. Samotny TRIS pufr se pro nase méteni
stal nevyhovujicim ze tiech divodl, za prvé Spatna rozpustnost slouceniny E, za druhé
vysoka nestabilita fluorescencni odezvy pii méfeni, pravdépodobné zplisobena Spatnou
rozpustnosti, a nakonec neni viditelny pik odpovidajici fluoresceinu, a tedy nemuze byt
pozorovan FRET.

Proto jsme pro dalsi méteni pouzili pomocné rozpoustédlo DMSO. Na Grafu 5B
muzeme vidét emisni spektrum pii excitaci 425 nm 5% roztoku latky E v DMSO/TRIS
(V/V). Na spektru jsou viditelné piky odpovidajici jak DEAC, tak fluoresceinu, a tudiz
zde muze byt pozorovatelny FRET. Oproti ¢istému TRIS je roztok stabilngj$i v case,

intenzita maxima pro DEAC (480 nm) narostla pfiblizné¢ o 40 % a intenzita maxima

fluoresceinu (515 nm) 0 12 %.
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Graf 5: Emisni spektra molekuly E (10 uM) pfi excitaci 425 nm, méteno v Case 0—

30 min.
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Dale jsme zvysili podil pomocného rozpoustédla na 10% a 20% DMSO/TRIS (V/V)
(Grafy 5C a 5D). Na obou spektrech jsou pozorovatelné piky DEAC i fluoresceinu a
zména intenzity v Case je opet podstatné niz$i nez v piipadé cCistétho TRIS pufru.
U 10% DMSO/TRIS byl nariist intenzity v maximu pro DEAC necelych 30 % a pro
fluorescein 10 %. V roztoku 20% DMSO/TRIS byly vysledky jesté lepsi, pro DEAC
20 % a pro fluorescein do 6 %. Na Grafech 6 a 7 mdme znazornéno, jak se méni pomér
intenzity fluorescence v ¢ase 0 min k intenzité v Case t s ¢asem. Na grafech je patrny
trend, ktery naznacuje, ze vyssi obsah organického rozpoustédla znamena vétsi stabilitu
roztoku E.

Nakonec jsme zvolili roztok 10% DMSO v TRIS pufru pro dalsi experimenty.
U 20% DMSO/TRIS jsme totiz méli obavy, Ze nam nebude fungovat enzymatické
méteni, a u 5% DMSO/TRIS jsme si nebyli jisti ohledné homogenity roztoku E.
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Graf 6: Zmény pomeéru lt/lo v ¢asech 0, 15 a 30 min pro DEAC (480 nm) pro latku E.

fluorescein (515 nm)
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Graf 7: Zmény poméru lt/lo v ¢asech 0, 15 a 30 min pro fluorescein (515 nm) pro
latku E.

79



5.2.2  Druha ¢ast sondy — molekula RhB1

Ov¢rila se stabilita druhé c¢asti sondy molekuly RhB1 s navazanym rhodaminovym
barvivem v roztocich TRIS pufru a 10% DMSO v TRIS. Rozpustnost v samotném TRIS
byla dobra oproti prvni ¢asti E. Na obou spektrech vidime rhodaminovy pik s maximem
pfiblizné 590 nm. Zajimavé je, ze spektrum naméiené v 10% DMSO/TRIS navic ukazuje
i pik s maximem 515 nm. V pribéhu 30 min bylo méfeni stabilni jak v TRIS (Graf 8A),
tak v 10% DMSO/TRIS (Graf 8B).
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Graf 8: Emisni spektra RhB1 (10 uM) pfi excitaci 425 nm, méfeno v ¢ase 0—30 min.

5.3  Teplotni zavislost

Dalsi zavislost, kterou jsme chtéli ovéfit, je vliv teploty prvni ¢asti sondy E na jeji
fluorescen¢ni stabilitu. Experiment jsme nastavili tak, Ze se méfil jeden vzorek pii
riznych teplotach s ¢asovymi intervaly 10 minut pro temperaci na zvolenou teplotu.
Pripraveny roztok molekuly E (10 pM) v 10% DMSO/TRIS pufru se prefiltroval do
kyvety a pfi laboratorni teploté se zméfilo emisni spektrum pfi excitaci 425 nm. Poté se
zméftily spektra pii 35, 37, 39, 41 a 43 °C, a tim se uzavfel prvni cyklus méfeni. Vzorek
se nechal vychladnout na pokojovou teplotu a znovu se méfily emisni spektra stejnym
zptsobem v druhém cyklu.

V Grafu 9 jsou pak vyneseny poméry intenzit v maximu DEAC (480 nm) k
maximu fluoresceinu (515 nm) v zavislosti na teploté. Na grafu je patrné, Ze pii méfenich
za vySSich teplot jsou rozdily v pomérech intenzit nejmensi. Dalo by se tedy fict, Ze

roztok E je stabilngjsi za vyssich teplot.
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Graf 9: Vzorek latky E (10 uM) v 10% DMSO/TRIS méfen pfi 22, 35, 37, 39, 41 a
43 °C ve dvou cyklech.

Graf 10 zobrazuje zavislost poméru Isgo/ls15 na zméné Casu. Zelené znacky odpovidaji
roztoku, ktery byl po celou dobu experimentu (50 min) métfen za laboratorni teploty.
Cervené znalky zobrazuji vzorek, u kterého se kazdych 10 minut zvysila teplota (22, 35,
37, 39, 41 °C), coz odpovidad prvnimu cyklu méfeni, ktery byl zminény vySe. Zde
vysledky nejsou zcela jednoznacné. V case 0 min tedy pfi stejné teploté 22 °C je u obou
méfeni rozdil poméru intenzit asi 14 %. Dale s postupem cCasu se cCerveny bod
(odpovidajici 43 °C) a zeleny bod v 50. minuté li$i uz jen o necelych 5 %. Tudiz se zda,
ze roztok neni az tak zavisly na teploté, jak spiS na ¢ase méfeni. Ze stabilitnich spekter

tak méme data, kterd dokazuji, Ze se intenzita fluorescence s casem méfeni zvysuje.
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Graf 10: Vzorek latky E (10 uM) v 10% DMSO/TRIS méfen za laboratorni teploty a se

zvysujici se teplotou 50 minut.
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54 Odezva na pritomnost trypsinu

Pii enzymatickém méfeni jsme pracovali pouze s prvni ¢asti sondy E v koncentraci
10 uM v roztoku 10% DMSO v TRIS pufru. Nejdiive se zméfila stabilita sondy E bez
trypsinu. Pfi méfeni enzymatického Stipani se po vytemperovani vzorku zmé¢fil blank, a
poté se ptidalo vzdy 10 pl trypsinu o koncentraci 10, 100 a nakonec 1000 ng celkové v
objemu 1 ml. VSechna namétena spektra jsou uvedena na Grafech 11A-D.

Stabilita sondy E bez enzymu se méfila 1 hodinu a pozorovali jsme pomalé
zvySovani intenzit obou maxim DEAC (480 nm) i fluoresceinu (515 nm). Pii ptidavku
10 ng trypsinu pievysila intenzita piku DEAC (480 nm) intenzitu piku fluoresceinu
(515 nm) do 50 minut, coz se bez enzymu nedélo. To znamena, ze uz pti koncentraci
10 ng enzymu je patrné, ze dochazi k preruseni FRET mezi fluorofory. Peptidovy fetézec
molekuly E je postupné Stépen trypsinem, a tudiz nedochazi k pienosu energie na
fluorescein a intenzita fluorescence DEAC narusta. Teoreticky by intenzita fluorescence
fluoresceinu méla klesat, jak je St€pena molekula E, av§ak v naSem ptipadé intenzity obou
piki (480 a 515 nm) rostou samy o sobé s ¢asem, tudiz k zddnému poklesu fluorescence
dojit ani nemuze.

Pokud jsme vzali desetinasobnou koncentraci trypsinu, tak uz ve 12. minuté
intenzita piku DEAC ptevysila intenzitu fluoresceinu, a se stonasobnou koncentraci, tedy

1000 ng/1 ml, se tak stalo uz béhem prvnich tfi minut enzymatické reakce.
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Graf 11: Emisni spektra sondy E (10 uM) v 10% DMSO/TRIS pti 37 °C s riznymi

koncentracemi trypsinu pfi excitaci 425 nm.

Vysledky méteni jsou vyhodnoceny na Grafu 12. Vynesli jsme do grafu pomér intenzit
v maximu 480 nm (DEAC) ku maximu 515 nm (fluorescein) v zavislosti na ¢ase. Z grafu
je zcela ziejmé, Ze v pfitomnosti trypsinu dochazi k pferuSeni FRET mezi DEAC a
fluoresceinem, a tim padem strmé nartsta intenzita DEAC.

Teémito experimenty jsme ovétili funkénost sondy a potvrdili, Ze sonda E muze
byt vyuzita pro detekci trypsinu, kdy zmény ve fluorescencénim profilu jsou patrné uz pii

koncentraci 10 ng/ml.
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Graf 12: Zavislost poméru lsgo/ls1s na ¢ase (0—30 min) v piipadé koncentrace trypsinu 0,
10, 100 2 1000 ng v 1 ml.

5.5 Odezva na pritomnost peroxidu vodiku

Nakonec jsme ovétovali funkénost sondy E/RhB1 pro hetero Diels-Alderovu cyklizaci.
V kapitole 5.4 jsme dokazali, Ze dochézi k tvorbé oxazinového kruhu pouze v pfitomnosti
H20- bez potieby katalyzatoru. Doufali jsme tedy, Ze i s nasi kompletni sondou E/RhB1
budeme mit v tomto ohledu tspéch.

Prvnim ukolem bylo ovéfit, zda jsou obé ¢asti sondy E/RhB1 vici sob¢ inertni a
neinteraguji spolu navzajem. Byl pfipraven roztok slouc¢enin E a RhB1 o koncentracich
10 uM v 10% DMSO/TRIS. Stabilita sondy E/RhB1 se méfila 1 hodinu pti 37 °C a
spektra nevykazovala zadné extrémni vykyvy (Grafy 13A-B). V emisnim spektru pfi
excitaci 425 nm (Graf 13A) dochdzi opét k narGstu intenzit piki DEAC (20 %) a
fluoresceinu (8 %). Avsak tento narist je normalni u prvni ¢asti sondy E, jak jsme si
ovetili v kapitole 6.2. Lze tedy fict, ze casti E a RhB1 spolu neinteraguji a v ramci mezi

je jejich spektrum stabilni.
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Graf 13: Emisni spektra stability sondy E/RhB1 (10 uM) v 10% DMSO/TRIS, 60 min.

Dalsim krokem bylo ptidani H202 a pozorovani, zda budeme pozorovat predpoklddany
FRET 2 mezi fluoresceinem a rhodaminem, coz by znamenalo, Ze na spektru by piky
odpovidajici DEAC (480 nm) a fluoresceinu (515 nm) klesaly v Case a intenzita piku
rhodaminu (590 nm) by v ¢ase naopak stoupala. Do roztoku sondy E/RhB1 (10 uM) se
po zméfeni blanku ptidalo 50 pul 33% H202 (0,54 M) a sledovali jsme zménu spekter opét
60 minut. Na Grafech 14A a 14B mizeme zietelné vidét, jak dochazi ke snizovani
intenzity piku rhodaminu (590 nm) na skoro ' intenzity blanku. Piky DEAC (480 nm) a
fluoresceinu (515 nm) se opét zvySuji, DEAC pfiblizn€ o 50 % a fluorescein o 15 %.
Takové chovani jsme nepiedpokladali, a proto jsme veSkerou pozornost zaméfili na
rozkli¢ovani zdhady, pro¢ dochézi ke sniZovani intenzity rhodaminu v pfitomnosti H202

misto toho, aby se jeho intenzita zvySovala.
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Graf 14: Emisni spektra sondy E/RhB1 (10 uM) v 10% DMSO/TRIS s piidavkem 50 ul

33% H20,2, méfeno 60 min.

85



Zamgéfili jsme proto nasi pozornost pouze na druhou ¢ast sondy, tedy molekulu RhB1.
Z kapitoly 6.2 uz vime, ze RhB1 je stabilni v ¢istém roztoku TRIS i v 10% DMSO/TRIS.
Zm¢fili jsme tedy roztok RhB1 (10 uM) v 10% DMSO/TRIS s piidavkem 50 ul
33 % H20,. Ukazalo se, ze samotna druha ¢ast RhB1 reflektuje ptitomnost H2O2, protoze
intenzita rhodaminu (590 nm) opét klesala s ¢asem (Grafy 15A-C). Piedpokladali jsme,

ze molekula RhB1 reaguje s H20> a v disledku toho rhodaminova ¢ast ztraci schopnost

fluorescence.
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Graf 15: Emisni spektra molekuly RhB1 (10 uM) v 10% DMSO/TRIS s ptidavkem
50 pl 33% H202, méfeno 65 min.

Proto bylo navrzeno proméfit stabilitu samotného barviva rhodaminu B
v 10% DMSO/TRIS s pfidavkem 50 pl 33% H20,. Vysledek muzeme vidét na
Grafech 16A-B, kdy samotné barvivo rhodamin B s H202 nereaguje. Skokovy rozdil
blanku a dal§ich méfeni s H202 je pravdépodobné zplsoben tim, Ze roztok nebyl

dostate¢nou dobu temperovan na 37 °C, a v méfenich je nejspis maly teplotni rozdil, ktery

hraje roli v intenzité fluorescence.
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Graf 16: Emisni spektra slou¢eniny rhodaminu B (10 uM) v 10% DMSO/TRIS
s ptidavkem 50 pl 33% H202, méfeno 65 min.

Dale jsme chtéli ovéfit, zda ve zméné intenzity nehraje roli zfedéni roztoku RhB1 dalsi
latkou. Proto jsme k roztoku RhB1 v 10% DMSO/TRIS ptidali misto 50 ul H202 pouze
vodu. Na spektrech (Grafy 17A-B) mizeme vidét zcela stabilni roztok po 1 hodinu.
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Graf 17: Emisni spektra molekuly RhB1 (10 uM) v 10% DMSO/TRIS s ptidavkem
50 ul H20, méteno 60 min.

Na modelovém systému pro zkusebni hetero Diels-Alderovu reakci (viz. kapitola 5.4),
kde rozpoustédlem byl EtOH, jsme nezaznamenali zadny problém v reakci. Proto jsme
zkusili experiment provést v EtOH vytemperovaném na 37 °C. Na Grafech 18A-B
vidime, Ze roztok RhB1 je stabilni s pfidavkem H2O». Akorat se tu opét projevila teplotni

zavislost, u vSech méteni s H2O, jsme zaznamenaly pokles intenzity oproti zméfeni
blanku.
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Graf 18: Emisni spektra molekuly RhB1 (10 uM) v EtOH s piidavkem 50 pl

33% H20,, méfeno 30 min.

Pokud je molekula RhB1 stabilni v EtOH v ptitomnosti H2O2, naopak Vv ¢istém TRIS a
v 10% DMSO/TRIS pouze bez peroxidu, a vime, ze samotna latka rhodamin B s H2O>
nijak nereaguje, pak reaktivita RhB1 s peroxidem musi byt zptisobena bud’ TRIS pufrem
nebo pomocnym rozpoustédlem DMSO.

Poslednim experimentem bylo proméfeni roztoku RhB1 s ptfidavkem H20:
v ¢istém TRIS pufru. Doslo témét k desetinasobnému poklesu intenzity fluorescence za
65 minut (Grafy 19A-C). Vysledek tedy ukazal, Ze reakce RhB1 s H20> je zptisobena
pouze TRIS pufrem. Déle jsme na Grafu 19D srovnali rychlost reaktivity RhB1 s H20:
v TRIS a v 10% DMSO/TRIS. V ¢istém TRIS pufru je pokles intenzity rhodaminového
piku (590 nm) rychlejsi, nez je tomu tak v 10% DMSO/TRIS.

Kolega MSc. David Mili¢evi¢, Ph.D. se podrobnéji zajimal o osud slouceniny
RhB1 v pritomnosti H202 Vv roztoku TRIS pufru a podle analyz z LC/MS zjistil, ze
dochdzi k uplnému rozloZeni rhodaminové c¢asti molekuly, a tim padem ke ztraté

fluorescen¢niho signalu.
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Graf 19: (A-C) Emisni spektra molekuly RhB1 (10 uM) v TRIS pufru s pfidavkem
50 ul 33% H202, méteno 65 min. (D) Zavislost poméru Io/lt na ¢ase v TRIS a
v 10% DMSO/TRIS pii excitaci 560 nm.

Shrneme-li si to, tak zméfenim fluorescence jsme zjistili, ze sonda E/RhB1 nereflektuje
H20: pfedpokladanym zplsobem. Proto jsme se zabyvali druhou ¢asti sondy molekulou
RhB1 a zjistili jsme, ze molekula RhB1 reflektuje H202, ale samotné barvivo rhodamin B
s H202 nereaguje. V rozpoustédle EtOH opét nedoslo k zadné reakci molekuly RhB1
s H20,, a proto se méfilo v ¢istém TRIS, coz ndm dalo reakci pozitivni. Tudiz pomoci
vSech provedenych experimentii jsme zjistili, Ze peroxid vodiku reaguje pouze
s molekulou RhB1, nikoliv se samotnym rhodaminem B, ktery tvoii jeho zaklad, a Ze

k reakci je nutna ptitomnost TRIS pufru.

89



Experimentalni ¢ast

6. Pristrojové vybaveni a metody

LC/MS analyzy byly provedeny na UHPLC-MS systému znacky Waters slozeného z
UHPLC chromatografu Acquity s PDA detektorem a hmotnostniho spektrometru
s jednoduchym kvadrupélem (Waters). Byla pouzita kolona XSelectR HSS T3 2.5um pfi
30 °C a rychlosti pratoku 600 pl/min. Slozeni mobilni faze bylo nasledujici — (A) 10 mM
octan amonny ve vod¢ a (B) acetonitril : voda (90 : 10). Metoda 1 (normal): linearné
naprogramovana od 22 do 88 % B po 4,5 minuty, udrzovano po dobu 0,5 minuty. Dale
linearné naprogramovana zpét od 88 po 22 % B po 5,5. minutu. Kolona byla
reekvilibrovana pomoci 22% roztoku B po dobu 2 minut. Metoda 2 (slow): od poc¢atku
po 1. minutu udrZzovano 5,5 % B, linedrn€ naprogramovana od 5,5 do 66 % B po 5.
minutu, dale linearn€ naprogramovana zpét od 66 do 5,5 % B po 5,5. minutu. Kolona byla
reekvilibrovana pomoci 5,5% roztoku B po dobu 2 minut.

Ziskany produkt E byl piecistén za vyuziti semipreparativni HPLC Waters 1500
vybavené autosamplerem 2707, a binarni HPLC pumpou 1525, Waters PDA detektorem
2998 a Waters frakénim kolektorem 111 spolu s YMC C18 kolonou naplnénou reverzni
fazi, 20 x 100 mm, S 5 um casticemi.

Jako pocatecni mobilni faze byla pouzita smés (A) 30 % Cistého acetonitrilu a (B)
70% 10 mM roztoku octanu amonného. Gradient byl 30-75-90 slozky (A) trvajici 10,5
minut s pritokem 15 ml/min. Reekvilibrace kolony trvala 1 minutu.

Fluorescence byla métena fluorescencnim spekrofotometrem Varian Cary Eclipse
vybavené termostatem (FL1009MO015). Emisni spektra pii excitaci 425 nm byla méfena
se Stérbinou 10 nm, pii excitaci 490 nm a 560 nm se §térbinou 5 nm, pokud neni feceno

jinak.
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/. Priprava sond

7.1 Priprava vzorku pro LC/MS analyzu

Analytické mnozstvi vzorku se odstépilo z pryskyfice pasobenim 50% TFA/DCM
(VIV) po dobu 15 minut. Roztok byl odpafen pod proudem dusiku a odparek poté
rozpustén ve smesi 50% acetonitril/voda (V/V) a vznikly roztok podroben LC/MS

analyze.

7.2  Priprava sloucenin dle Schématu 2

V této kapitole jsou uvedeny postupy ptipravy pro jednotlivé reakéni kroky uvedené ve

Schématu 2 a Tabulce 2.

Odstraneni chranici Fmoc skupiny (reakcni podminky i)

Chranici Fmoc skupina se deprotekovala 50% roztokem piperidinu v DMF (V/V)
15 minut. Poté se roztok promyl 3xDMF, 3xDCM.

Navdzani aminokyselin (kroky ii, iii, iv, v-a,b)

Do stiikacky s pryskyfici se pfidal 0,3M roztok aminokyseliny, HOBt (0,175 g) a DIC
(0,185 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tiepana za laboratorni teploty
1 hodinu, nasledné promyta 3xDMF, 3xDCM.

Navazani aminokyselin (kroky vi, viii) a PEG (krok vii)

Do stiikacky s pryskyfici se pridal 0,2M roztok aminokyseliny/PEG, HOBt (0,118 g) a
DIC (0,125 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tfepana za laboratorni teploty
1 hodinu, nésledné promyta 3xDMF, 3xDCM.

Navazani barviva DEAC (krok ix)

Do stiikacky s pryskyftici se pridal 0,2M roztok DEAC (0,209 g), HOBt (0,118 g), DMAP
(0,098 g) aDIC (0,125 ml) ve 4 ml DMSO/DCM/DMF (2:2:1, VIVIV). Roztok se nechal
16 hodin tiepat za laboratorni teploty. Poté se reakéni smés odstranila a pryskyfice

promyla 10xDMF a 10xDCM.
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Charakterizace latek ve Schématu 2

Intermediat 3A: LC/MS: metoda 1; Rt = 2,91 min; Cistota 86 %; m/z pro C4sHesoN7Os
vypoéteno 802,45 [M + H]*, nalezeno 802,50.

Intermediat 3B: LC/MS: metoda 1; Rt = 3,96 min; Cistota 97 %; m/z pro CssHs7NesOs
vypoéteno 821,43 [M + H]", nalezeno 821,06.

Intermediat 4A: LC/MS: metoda 1; Rt = 2,65 min; Cistota 92 %; m/z pro CagH73N10O11
vypoéteno 965,55 [M + H]*, nalezeno 965,61.

Intermediat 4B: LC/MS: metoda 1; Rt = 2,99 min; Cistota 94 %; m/z pro Cs1H7oN9O11
vypoéteno 984,52 [M + H]*, nalezeno 984,59.

Intermediat 4C: LC/MS: metoda 1; Rt = 2,44 min; Cistota 90 %; m/z pro CsaHgaN11014
vypocteno 1110,62 [M + H]*, nalezeno 1110,62.

Intermediat 4D: LC/MS: metoda 1; Rt = 3,03 min; ¢istota 89 %; m/z pro Cs7HgiN10014
vypoéteno 1129,60 [M + H]*, nalezeno 1129,57.

7.3  Priprava sloucenin dle Schématu 3

V této kapitole jsou uvedeny postupy piipravy pro jednotlivé reakéni kroky uvedené ve
Schématu 3 a Tabulce 4. Tato kapitola zahrnuje i postupy pii deprotekénich reakcich

chranici Dde skupiny uvedené v Tabulce 3.

Zpiisoby deprotekce Dde (Tabulka 3)

Zpisoby deprotekce Dde chranici skupiny uvadeéné v kapitole 5.3.1. byly realizovany
nasledovné.

Prvni zptsob — NH.OH.HCI (1,25 g) a imidazol (0,92 g) byly rozpustény v 10 ml
NMP a 2 ml DCM a podrobeny reakci s pryskyfici po dobu 1,5 hodiny za laboratorni
teploty, poté se pryskyfice promyla 3xXNMP, 3xDMF a 3xDCM.

Druhy zptisob — NH20OH.HCI (0,63 g) a imidazol (0,43 g) byly rozpustény v 6 ml
NMP a 4 ml DCM a podrobeny reakci s pryskyftici 2 hodiny za laboratorni teploty, poté
se pryskyftice promyla 3xNMP, 3xDMF a 3xDCM.

Tteti zplsob byl identicky jako druhy, akorat se reakéni doba prodlouzila na

3 hodiny.
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Odstranéni chranici Dde skupiny (reakcni podminky i, Schéma 3)

NH2OH.HCI (0,63 g) a imidazol (0,43 g) byly rozpustény v 6 ml NMP a 4 ml DCM a
reagovalo se s pryskyfici 3 hodiny za laboratorni teploty, poté se pryskyfice promyla
3XNMP, 3xDMF a 3xDCM.

Navazani aminokyselin a PEG (kroky ii, iv a v)

Do sttikacky s pryskyfici se ptidal 0,2M roztok aminokyseliny/PEG, HOBt (0,118 g) a
DIC (0,125 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tiepana za laboratorni teploty
2 hodiny, nasledné promyta 3xDMF, 3xDCM.

Odstranéni chranici Fmoc skupiny (krok iii)

Chranici Fmoc skupina byla deprotekovana 50% roztokem piperidinu v DMF (V/V)
15 minut. Poté se roztok promyl 3xDMF, 3xDCM.

Navazani barviva fluorescein (krok vi)

Do stiikacky s pryskyfici se ptidal 0,2M roztok fluoresceinu (0,266 g), HOBt (0,118 g),
DMAP (0,098 g) a DIC (0,125 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Sm¢s byla tfepana za
laboratorni teploty 16 hodin, nasledné promyta 10xDMF, 10xDCM.

Charakterizace latek ve Schematu 3

Intermediat 6B: LC/MS: metoda 1; Rt = 2,66 min; Cistota 78 %; m/z pro CgeH109N13020
vypodteno 822,44 [M + 2H]?*, nalezeno 822,08.
Intermediat 6C: LC/MS: metoda 1; Ry = 2,15 min; Cistota 58 %; m/z pro CgaH112N14020
vypoéteno 812,40 [M + 2H]?*, nalezeno 812,58.

7.4  Priprava sloucenin dle Schématu 4

V této kapitole jsou uvedeny postupy piipravy pro jednotlivé reakéni kroky uvedené ve

Schématu 4 a Tabulce 5.

Odstranéni chranici Dde skupiny (reakcni podminky i)

NH20OH.HCI (0,63 g) a imidazol (0,43 g) byly rozpustény v 6 ml NMP a 4 ml DCM a
reagovalo se s pryskyfici 3 hodiny za laboratorni teploty, poté se pryskyfice promyla
3xNMP, 3xDMF a 3xDCM.

93



Navazani Fmoc-Lys(Dde)-OH (krok ii)

Do stiikacky s pryskyfici se pridal 0,2M roztok Fmoc-Lys(Dde)-OH (0,426 g), HOBt
(0,118 g) a DIC (0,125 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tiepana za
laboratorni teploty 1 hodinu, nasledné promyta 3XxDMF, 3xDCM.

Odstraneéni chranici Fmoc skupiny (krok iii)
Chranici Fmoc skupina byla deprotekovana 50% roztokem piperidinu v DMF (V/V)
15 minut. Poté se roztok promyl 3xDMF, 3xDCM.

Navazani 4-fluoro-3-nitrobenzoové kyseliny (krok iv)

Do stiikacky s pryskytici se piidal 0,3M roztok 4-fluoro-3-nitrobenzoové kyseliny
(0,222 g), HOBLt (0,175 g) a DIC (0,185 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla
ttepana za laboratorni teploty 7 hodin, nasledné promyta 5xDMF, 5xDCM.

Charakterizace latek ve Schematu 4

Intermediat 8C: LC/MS: metoda 1; Rt = 2,63 min; ¢istota 93 %; m/z pro Ce7HgoFN14013g
vypoéteno 703,37 [M + 2H]?*, nalezeno 703,73.

7.5  Priprava sloucenin dle Schématu 5

V této kapitole jsou uvedeny postupy ptipravy pro jednotlivé reakéni kroky uvedené ve

Schématu 5 a Tabulce 6.

Substitucni reakce fluoru za hydroxylamin a zaroven deprotekcni reakce chranici Dde

skupiny (reakcni podminky i)

Pryskyfice se promyla 3xpyridinem a poté se nechala reagovat s 1M roztokem
NH20OH.HCI (0,276 g) ve 4 ml pyridinu pies noc pii pokojové teploté. Pryskyfice byla
promyta sekvenci 10xpyridin, 10x1% AcOH/DMF, 10x20% H2O/DMF, 10xDMF,
10xDCM, 3xMeOH a poté zcela vysuSena proudem dusiku.

Navazani Fmoc-Sar-OH (krok ii)

Do stiikacky s pryskyfici se pridal 0,2M roztok Fmoc-Sar-OH (0,249 g), HOBt (0,118 g)
a DIC (0,125 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Sm¢s byla tfepana za laboratorni teploty
2 hodiny, nésledné promyta 3xDMF, 3xDCM.
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Odstranéni chranici Fmoc skupiny (krok iii)

Chranici Fmoc skupina byla deprotekovana 50% roztokem piperidinu v DMF (V/V)
15 minut. Poté se roztok promyl 3xDMF, 3xDCM.

Navazani barviva fluorescein (krok iv)

Do stiikacky s pryskyftici se pridal 0,2M roztok fluoresceinu (0,266 g), HOBt (0,118 g),
DMAP (0,098 g) a DIC (0,125 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tfepana za
laboratorni teploty 16 hodin, nasledné promyta 10xDMF, 10xDCM.

Charakterizace latek ve Schematu 5

Intermediat 9C: LC/MS: metoda 1; Rt = 1,88 min; ¢istota 92 %; m/z pro Cs7HgoN15017
vypoéteno 627,83 [M + 2H]?*, nalezeno 628,06.
Intermediat 10C: LC/MS: metoda 1; Rt = 4,39 min; Cistota 80 %; m/z pro CgaH119N17023
vypocteno 921,44 [M + 2H]?*, nalezeno 921,32.
Intermediat 11C: LC/MS: metoda 1; Rt = 1,88 min; ¢istota 65 %; m/z pro CeoHosN1601s
vypoéteno 663,35 [M + 2H]?*, nalezeno 663,57.

7.6 Priprava sloucenin dle Schématu 6 a 7

V této kapitole jsou uvedeny postupy pro jednotlivé reakéni kroky piipravy stavebniho
bloku 16 (Schéma 6) a nasledné acylacni reakce latky 16 s pryskyfici 9C (Schéma 7).
Navazani Fmoc-Sar-OH (Schéma 6)

Do stiikacky s pryskyfici se piidal 0,2M roztok Fmoc-Sar-OH (0,249 g), HOBt (0,118 g),
DIC (0,125 ml) a 0,05M DMAP (24,4 mg) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla
tfepana za laboratorni teploty 1 hodinu, nasledné promyta 3xDMF, 3xDCM.

Odstraneéni chranici Fmoc skupiny (Schéma 6)

Chranici Fmoc skupina byla deprotekovana 50% roztokem piperidinu v DMF (V/V)
15 minut. Poté se roztok promyl 3xDMF, 3xDCM.
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Navazani barviva fluorescein (Schéma 6)

Do stiikacky s pryskyfici se ptidal 0,2M roztok fluoresceinu (0,266 g), HOBt (0,118 g),
DMAP (0,098 g) a DIC (0,125 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tfepana za
laboratorni teploty 23 hodin, nasledné promyta 10xDMF, 10xDCM.

Navazani stavebniho bloku 16 (Schéma 7)

Do stiikacky s pryskyfici se pfidal 0,2M roztok latky 16 (0,161 g), HOBt (0,060 g) a DIC
(0,063 ml) ve 2 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tiepana za laboratorni teploty
4 hodiny, nasledn¢ promyta 5xDMF, 5xDCM.

Charakterizace latek ve Schématu 6 a 7

Intermediat 16: LC/MS: metoda 2; Rt = 3,10 min; ¢istota 93 %; m/z pro C23H1sNOe
vypocteno 404,12 [M + H]*, nalezeno 404,10.

7.7 Priprava sloucenin dle Schématu 9

V této kapitole jsou uvedeny postupy ptipravy pro jednotlivé reakéni kroky uvedené ve

Schématu 9 a Tabulce 7.

Protekcni reakce hydroxylaminu pomoci terc-butyldimethylsilyl chloridu (reakcni
podminky i)
Pryskyfice se nechala reagovat s roztokem 0,3M TBDMSCI (45 mg) a 0,4M imidazolu

(27 mg) v 1 ml suchého DMF 16 hodin pti pokojové teploté. Poté byla promyta 3 x DMF,
3 x DCM.

Navazani Fmoc-Sar-OH (krok ii)

Do stiikacky s pryskyfici se pridal 0,2M roztok Fmoc-Sar-OH (0,249 g), HOBt (0,118 g)
a DIC (0,125 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smé¢s byla tfepana za laboratorni teploty
5 hodin, nasledné promyta 3xDMF, 3xDCM.

Odstranéni chranici Fmoc skupiny (krok iii)

Chranici Fmoc skupina byla deprotekovana 50% roztokem piperidinu v DMF (V/V)
30 minut. Poté se roztok promyl 3xDMF, 3xDCM.
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Charakterizace latek ve Schématu 9

Intermediat 21C: LC/MS: metoda 1; Rt = 3,27 min; distota 24 %; m/z pro
CesH10sN15018Si vypocteno 698,87 [M + 2H]?*, nalezeno 699,19.

Intermediat 22C: LC/MS: metoda 1; Rt = 1,92 min; ¢istota 60 %; m/z pro CsgHggN1501s
vypoéteno 641,83 [M + 2H]?*, nalezeno 642,07.

Intermediat 23C: LC/MS: metoda 1; Rt = 3,41 min; Cistota 64 %; m/z pro C76H104N16021
vypodteno 788,38 [M + 2H]?*, nalezeno 788,52.

7.8  Priprava sloucenin dle Schématu 10

V této kapitole jsou uvedeny postupy ptipravy pro jednotlivé reakéni kroky uvedené ve

Schématu 10 a Tabulce 8.

Protekcni reakce hydroxylaminu pomoci terc-butyldimethylsilyl chloridu (reakcni
podminky i)
Pryskyfice se nechala reagovat s roztokem 0,3M TBDMSCI (45 mg) a 0,4M imidazolu

(27 mg) v 1 ml suchého DCM/NMP (1:1, V/V) 16 hodin pti pokojové teploté. Poté byla
promyta 3xDMF, 3xDCM.

Navazani Fmoc-Sar-OH (krok ii)

Do stiika¢ky s pryskyftici se piidal 0,2M roztok Fmoc-Sar-OH (0,249 g), HOBt (0,118 g)
a DIC (0,125 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smé¢s byla tfepana za laboratorni teploty
3 hodiny, nasledné promyta 3xDMF, 3xDCM.

Odstranéni chranici Fmoc skupiny (krok iii)
Chranici Fmoc skupina byla deprotekovana 50% roztokem piperidinu v DMF (V/V)
30 minut. Poté se roztok promyl 3xDMF, 3xDCM.

Navazani barviva fluorescein (krok iv)

Do stiikacky s pryskyfici se ptidal 0,2M roztok fluoresceinu (0,266 g), HOBt (0,118 g),
DMAP (0,098 g) a DIC (0,125 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tiepana za
laboratorni teploty pifes noc, nasledné promyta 10xDMF, 10xDCM.
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Charakterizace latek ve Schématu 9

Intermediat 10C: LC/MS: metoda 1; Rt = 4,39 min; Cistota 38 %; m/z pro CoaH119N17023
vypodteno 921,44 [M + 2H]?*, nalezeno 921,04.
Intermediat 11C: LC/MS: metoda 1; Rt = 1,88 min; ¢istota 69 %; m/z pro CeoHgaN1601s
vypoéteno 663,35 [M + 2H]?*, nalezeno 663,70.

7.9 Priprava sloucenin dle Schématu 12

V této kapitole jsou uvedeny postupy pro jednotlivé reakéni kroky piipravy stavebniho

bloku 36 uvedené ve Schématu 12.

Navdzani Fmoc-Ala-OH — priprava intermediatu 31

Do stiikacky s pryskyftici se ptidal 0,3M roztok Fmoc-Ala-OH (0,560 g), HOBt (0,260 g),
DIC (0,278 ml) a DMAP (0,220 g) v 6 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tfepana za
laboratorni teploty ptes noc, nasledn¢ promyta 3xDMF, 3xDCM.

Odstranéni chranici Fmoc skupiny — priprava intermediatu 32

Chranici Fmoc skupina byla deprotekovana 50% roztokem piperidinu v DMF (V/V)
15 minut. Poté se roztok promyl 3xDMF, 3xDCM.

Navdzani 4-fluoro-3-nitrobenzoové kyseliny — priprava intermedidtu 34

Do stiikacky s pryskyfici se pridal 0,3M roztok 4-fluoro-3-nitrobenzoové kyseliny 33
(0,333 g), HOBt (0,260 g) a DIC (0,278 ml) ve 6 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smé&s byla
tfepana za laboratorni teploty pfes noc, nasledné promyta SxDMF, 5xDCM.

Substitucni reakce fluoru za hydroxylamin — priprava intermediatu 35

Pryskyfice se promyla 3xpyridinem a poté se nechala reagovat s 1M roztokem
NH2OH.HCI (0,414 g) v 6 ml pyridinu ptes noc pii pokojové teploté. Pryskyftice byla
promyta sekvenci 10xpyridin, 10x1% AcOH/DMF, 10x20% H2O/DMF, 10xDMF,
10xDCM, 3xMeOH, poté zcela vysusena proudem dusiku a nakonec byla pryskyfice

dana na lyofilizator pfes noc.
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Charakterizace latek ve Schématu 11

Intermediat 35: LC/MS: metoda 2; Rt = 0,54 min; Cistota 80 %; m/z pro C10H10N30Oe
vypocteno 268,05 [M — H] ", nalezeno 267,97.

7.10 Priprava sloucenin dle Schématu 13

V této kapitole jsou uvedeny postupy piipravy pro jednotlivé reakéni kroky uvedené ve

Schématu 13 a Tabulce 9.

Odstraneéni chranici Dde skupiny (reakcni podminky i)

NH20OH.HCI (0,63 g) a imidazol (0,43 g) byly rozpustény v 6 ml NMP a 4 ml DCM a
reagovalo se s pryskyfici 3 hodiny za laboratorni hodiny, poté se pryskyfice promyla
3xNMP, 3xDMF a 3xDCM.

Navazani Fmoc-Lys(Mtt)-OH a Fmoc-Sar-OH (kroky ii, iv)

Do stiikacky s pryskyfici se pfidal 0,2M roztok Fmoc-Lys(Mtt)-OH (0,500 g) nebo
Fmoc-Sar-OH (0,250 g), HOBt (0,118 g) a DIC (0,125 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1,
V/V). Smés byla tfepana za laboratorni teploty 2 hodiny, nasledné promyta 3xDMEF,
3xDCM.

Odstranéni chranici Fmoc skupiny (krok iii)

Chranici Fmoc skupina byla deprotekovana 50% roztokem piperidinu v DMF (V/V)
15 minut. Poté se roztok promyl 3xDMF, 3xDCM.

Navazani barviva fluorescein (krok v)

Do stiikacky s pryskyfici se ptidal 0,2M roztok fluoresceinu (0,266 g), HOBt (0,118 g),
DMAP (0,098 g) a DIC (0,125 ml) ve 4 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tiepana za
laboratorni teploty 16 hodin, nasledné promyta 10xDMF, 10xDCM.

Odstraneéni chranici Mtt skupiny (krok vi)

Zde bylo potieba pryskyftici pfevést z plastové injekéni stiikacky s filtrem do kulaté
banky. Reak¢ni roztok byl ptfipraven smichdnim 0,4 ml triethylsilanu, 0,2 ml hexafluoro-
2-propanolu, 0,1 ml 2,2,2-trifluoroethanolu a 1,3 ml 1,2-dichloroethanu. Reakce se

provadéla 3,5 hodiny pod refluxem pfi 60 °C na magnetické michacce (max 130 otacek).
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Po deprotekeni reakci se pryskyftice opatrné presunula zpét do nové stiikacky s filtrem a

promyla se 5xDCM.

Navdzani stavebniho bloku 36 (krok vii)

Do stiikacky s pryskyfici se pridal 0,2M roztok latky 36 (54 mg), HOBt (30 mg) a DIC
(0,031 ml) v 1 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tiepana za laboratorni teploty
3 hodiny, nasledné¢ promyta 10xDMF, 10xDCM. Reakce se pak zopakovala dalSich
17 hodin pii 40 °C a pryskyfice se opét promyla 10xDMF, 10xDCM.

Charakterizace latek ve Schematu 13

Intermediat 37C: LC/MS: metoda 1; Rt = 2,70 min; ¢istota 86 %; m/z pro CesHosN13015
vypodteno 648,86 [M + 2H]?*, nalezeno 649,23.
Intermediat 39C: LC/MS: metoda 1; Rt = 1,93 min; Cistota 61 %; m/z pro C73H100N1401s
vypoéteno 730,37 [M + 2H]?*, nalezeno 730,64.

7.11 Priprava sloucenin dle Schématu 14

V této kapitole jsou uvedeny postupy piipravy pro jednotlivé reakéni kroky uvedené ve

Schématu 14 a Tabulce 10.

Odstranéni chranici Mtt skupiny (reakcni podminky i)

Zde bylo potieba pryskyfici pfevést z plastové injekéni stiikacky s filtrem do kulaté
baiiky. Reak¢ni roztok byl pfipraven smichanim 0,4 ml triethylsilanu, 0,2 ml hexafluoro-
2-propanolu, 0,1 ml 2,2,2-trifluoroethanolu a 1,3 ml 1,2-dichloroethanu. Reakce se
provadéla 3,5 hodiny pod refluxem pii 60 °C na magnetické michacce (max 130 otacek).
Po deprotekéni reakcei se pryskyfice opatrné piesunula zpét do nové stikacky s filtrem a

promyla se 5xDCM.

Navazani kyseliny sorbové (krok ii)

Do stiikacky s pryskyfici se ptidal 0,2M roztok kyseliny sorbové (22 mg), HOBt (30 mg)
a DIC (0,031 ml) v I ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tiepana za laboratorni teploty
3 hodiny, nésledné promyta SXDMF, 5xDCM.
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Charakterizace latek ve Schématu 14

Intermediat 41C: LC/MS: metoda 1; Rt = 2,40 min; Cistota 33 %; pro C79H106N14O19
vypodteno 777,39 [M + 2H]?*, nalezeno 777,59.

7.12 Priprava sloucenin dle Schématu 16

V této kapitole jsou uvedeny postupy pro jednotlivé reakéni kroky uvedené ve

Schématu 16 a Tabulce 11.

Odstraneéni chranici Dde skupiny (reakcni podminky i)

120 pl 64% N2H4.H20 bylo smichano se 6 ml DMF. Pryskyfice se s takto pfipravenym
roztokem tfepala 3x3 minuty a poté se promyla 3XDMF, 3xDCM.

Navazani Fmoc-Lys(Mtt)-OH (krok ii)

Do stiikacky s pryskyfici se ptidal 0,2M roztok Fmoc-Lys(Mtt)-OH (0,375 g), HOBt
(0,090 g) a DIC (0,094 ml) ve 3 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla tiepana za
laboratorni teploty 2 hodiny, nasledné promyta 3xDMF, 3xDCM.

Odstranéni chranici Mtt skupiny (krok iii)

Zde bylo potieba pryskyfici prevést z plastové injekeni stiikacky s filtrem do kulaté
banky. Reak¢ni roztok byl ptfipraven smichdnim 0,4 ml triethylsilanu, 0,2 ml hexafluoro-
2-propanolu, 0,1 ml 2,2,2-trifluoroethanolu a 1,3 ml 1,2-dichloroethanu. Reakce se
provadéla 5 hodin pod refluxem pii 60 °C na magnetické michacce (max 130 otacek).
Bylo zjisténo, Ze 3,5 ani 5 hodin nejsou dostatecny ¢as na tplné odchranéni, a proto se
reak¢ni ¢as zvysil az na 7 hodin. Po deprotekéni reakci se pryskyfice opatrné presunula

zpét do nové stiikacky s filtrem a promyla se 5xDCM.

Navazani barviva fluorescein (krok iv)

Do stiikacky s pryskyfici se ptidal 0,2M roztok fluoresceinu (0,200 g), HOBt (0,090 g),
DMAP (0,6 ekv., 0,044 g) a DIC (0,095 ml) ve 3 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla
tfepana za laboratorni teploty 18 hodin, nasledné promyta 10xDMF, 10xDCM.
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Odstraneéni chranici Fmoc skupiny (krok v)

Chranici Fmoc skupina se deprotekovala 50% roztokem piperidinu v DMF 15 minut. Poté
se roztok promyl 3xDMF, 3xDCM.

Navdzani 4-fluoro-3-nitrobenzoové kyseliny (Krok vi)

Do stiikacky s pryskyfici se piidal 0,2M roztok 4-fluoro-3-nitrobenzoové kyseliny
(0,111 g), HOBt (0,090 g) a DIC (0,095 ml) ve 3 ml DMF/DCM (1:1; V/V). Smés byla
tfepana za laboratorni teploty 7 hodin, nasledn¢ promyta 5xDMF, 5xDCM.

Substitucni reakce fluoru za hydroxylamin (krok vii)

Pryskyfice se promyla S5xpyridinem a poté se nechala reagovat s 1M roztokem
NH20OH.HCI (0,278 g) ve 4 ml pyridinu pies noc pii pokojové teploté. Pryskyfice byla
promyta sekvenci 10xpyridin, 10x1% AcOH/DMF, 10x20% H>O/DMF, 10xDMF,
10xDCM, 3xMeOH, poté zcela vysuSena proudem dusiku a nakonec byla pryskyfice

dana na lyofilizator ptes noc.

Charakterizace latek ve Schématu 16

Intermediat 45C: LC/MS: metoda 1; Rt = 3,57 min; Cistota 70 %; m/z pro CgsH105N13019
vypoéteno 805,89 [M + 2H]?*, nalezeno 806,07.
Intermediat 46C: LC/MS: metoda 1; Rt = 2,84 min; ¢istota 30 %; m/z pro C77Hg9N15021
vypodteno 784,86 [M + 2H]?*, nalezeno 785,03.

7.13  OdStépeni sloucenin z pryskyrice

Priprava sloucenin SA-5D

Pripravené intermediaty 4A-D byly odstépeny z Rinkovy pryskyfice pomoci $tépiciho
koktejlu 50% TFA/DCM 3x15 min. VSechny tfi frakce odstépeného intermediatu 5A se
sesbiraly do vhodné nadoby a rozpoustédlo se nechalo odpafit pod proudem dusiku.
Nadoba se slouc¢eninou 5A se vlozila na lyofilizator a nechala se vysusit pfes noc. Tento

postup se opakoval identicky pro intermediaty 4B, 4C a 4D.

Priprava stavebniho bloku 16

Hotovy stavebni blok 15 byl odStépen z Wangovy pryskyfice pomoci $tépiciho koktejlu
TFA v DCM (1:1, V/V) 3x15 min. VSechny tfi frakce se sesbiraly do vhodné nadoby a
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rozpoustédlo se nechalo odpafit pod proudem dusiku. Poté se ptidal diethylether a
vytvorila se mazlava latka. Nadobka s latkou se nechala na chvili zamrazit pii —80 °C a
poté byla vlozena do ultrazvuku. Tento proces se opakoval, dokud se nevytvoril
nemazlavy prasek. Nerozpustny prasek v diethyletheru se presunul do plastové injekcni
stiikacky s filtrem, suspenze se prefiltrovala a zbytkové rozpoustédlo se nechalo odpafit
pomoci dusiku. Stfikacka se slouceninou 16 se poté vlozila na lyofilizator a nechala se

vysusit pfes noc.

Priprava stavebniho bloku 36

Pryskytice 35 byla podrobena §tépeni z Wangovy pryskytice pomoci $tépiciho koktejlu
TFA v DCM (1:1, V/V) 3x15 min. VSechny tfi frakce se sesbiraly do vhodné nadoby a
rozpoustédlo se nechalo odpafit pod proudem dusiku. Nadoba s latkou 36 se nakonec

vlozila na lyofilizator pies noc.

Priprava findlni casti sondy E

Pryskyftice 46C byla podrobena $tépeni z Rinkovy pryskytice pomoci §tépiciho koktejlu
TFA v DCM (1:1, V/V) 3x15 min. VSechny tii frakce odstépené molekuly E se sesbiraly
do vhodné nadoby a rozpoustédlo se nechalo odpafit pod proudem dusiku. Nadoba

s latkou E se nakonec vlozila na lyofilizator ptes noc.

8. ZKkuSebni Stépeni prekurzori 5SA-D proteazami

Vsechny intermediaty 5A-D se ptipravily v koncentraci 101,01 uM, aby po pfidani 10 pl
enzymu k 990 pl roztoku intermediatu byla kone¢na koncentrace roztoku 100 pM.
Vysuseny produkt 5A se rozpustil v 1,5 ml TRIS pufru a 2 ml DMSO. Z tohoto
roztoku se odebralo 9,666 pl a zfedilo TRIS na 1 ml. Intermediat 4B nebyl rozpustén
v 3 ml TRIS pufru a v 2,5 ml DMSO, proto se roztok piefiltroval a krystaly se vysusSily
na lyofilizatoru. Nasledné byly krystaly rozpustény v 0,1 ml DMSO a zfedény 4,85 ml
TRIS pufru. Molekuly 5C a 5D byly rozpustény v 50 ul DMSO a ziedény na 5 ml TRIS
pufrem. Z takto pfipravenych roztokd intermediatd se odebralo 990 pl a méfilo se

enzymatické Stipani s pridavkem 10 pl enzymu.
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9. ZkusSebni hetero Diels-Alderova reakce na

modelovém systému

Bylo piipraveno pét roztoku slou¢eniny RhB1 (3,71 umol) a 36 (3,71 umol) v 1 ml EtOH,
do kterych se piidalo dané mnozstvi katalyzatoru PhoSe, — 0 mg, 0,058 mg (0,05 ekv.),
115 mg (0,1 ekv.), 0,221 mg (0,2 ekv.) a 0,427 mg (0,4 ekv.). Do kazdého reak¢éniho
roztoku se nakonec ptidalo 17 pl 33% H20; (0,1855 mol-dm 3, 50 ekv.) a reakéni smés
byla michéna 1 hodinu pfi laboratorni teploté.

Pti zkoumani detekéniho limitu H20; bez katalyzatoru se pracovalo nasledovné:
sloucenina RhB1 (3,71 umol) a 36 (3,71 umol) se rozpustily v EtOH a 33% H>0> se
piidal v riznych koncentracich — 0 mol-dm 3, 0,0037 mol-dm (1 ekv.), 0,0191 mol-dm™
(5 ekv.) a 0,0371 mol-dm 3 (10 ekv.). Reakce probihala opét 1 hodinu za laboratorni
teploty.

10. Fluorescen¢éni méreni

10.1 Zakladni fluorescenéni charakteristika sloucenin E a RhB1

Zakladni fluorescencni charakteristika slouceniny E (Graf 1 a 2)

Latka E se rozpustila v ¢istém DMSO na koncentraci 100 pM. 100 pl tohoto roztoku se
zfedilo TRIS pufrem vytemperovanym na 37 °C na 1 ml a kone¢nou koncentraci 10 pM.
Nasledné¢ se roztok prefiltroval do kyvety a nechal se 5 minut temperovat na 37 °C. Poté
byla zmétena fluorescenéni spektra.

Excita¢ni spektrum DEAC (Graf 1) se méfilo pro emisi v maximu 480 nm, emisni
spektrum pak pfi excitaci v maximu 425 nm. Excita¢ni spektrum fluoresceinu (Graf2) se
méfilo pro emisi v maximu 515 nm, emisni spektrum pak pfti excitaci v maximu 490 nm.

Pro vSechna méteni se vyuzil slit 5.

Zakladni fluorescencni charakteristika slouceniny RhB1 (Graf 3 a 4)

Latka RhB1 se rozpustila v ¢istém DMSO na koncentraci 100 uM. 100 pl tohoto roztoku

se ziedilo TRIS pufrem vytemperovanym na 37 °C na 1 ml a kone¢nou koncentraci
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10 uM. Nasledné se roztok prefiltroval do kyvety a nechal se 5 minut temperovat na
37 °C. Poté byla zmétena fluorescen¢ni spektra.

Excitacni spektrum bylo zméfeno pro emisi v maximu 590 nm, emisni spektrum
pak pii excitaci v maximu 570 nm (Graf 3). Emisni spektrum (Graf 4) bylo zmé&feno pfi

excitaci vinovou délkou 425 nm. Pro vSechna méfeni se vyuzil slit 5.

10.2 Fotostabilita sloucenin E a RhB1

Fotostabilita latky E (Graf 5A-D, 6 a 7)

Mg¢feni latky E bylo provadéno v ¢istém TRIS pufru, v 5% a 20% roztoku DMSO/TRIS
(viz. Graf 5A, B, D) a to pfi pokojové teploté a roztok se nefiltroval. Roztok latky E v
¢istém TRIS pufru bylo potfeba 5-10 minut podrobit piisobeni ultrazvuku, aby doslo
k vétSinovému rozpusténi latky E. Roztoky spodilem DMSO byly pfipraveny
jednoduchym rozpusténim latky v DMSO o urcité koncentraci a poté vhodn¢ nafedény
TRIS pufrem. Kone¢na koncentrace vsech roztokii byla 10 uM.

Pii méfeni v 10% DMSO/TRIS (viz. Graf 5C) se latka E rozpustila v DMSO a
nasledné¢ nafedila TRIS pufrem pfedem vytemperovanym na 37 °C na konecnou
koncentraci 10 uM. Pied samotnym métenim byl roztok zfiltrovan a nechan temperovat

dalSich 5 minut na 37 °C.

Fotostabilita latky RhB1 (Graf 8A-B)

Pfi méfeni slouceniny RhB1 v samotném TRIS se latka rozpustila ve vytemperovaném
pufru na 37 °C na koncentraci 10 uM, piefiltrovala do kyvety a pfed samotnym méfenim
se nechala 5 minut temperovat na 37 °C.

U roztoku RhB1 v 10% DMSO/TRIS se latka rozpustila v DMSO, vhodné
nafedila predem vytemperovanym TRIS pufrem na 37 °C na koncentraci 10 uM a pied

samotnym métenim byla latka zfiltrovana a dalSich 5 minut temperovéna na 37 °C.

10.3 Méreni teplotni zavislosti slouceniny E

Latka E se rozpustila v DMSO na roztok o koncentraci 100 uM a vhodné nafedila
vytemperovanym TRIS pufrem na laboratorni teplotu za vzniku 10% DMSO/TRIS
roztoku o koncentraci 10 uM. Tento roztok se prefiltroval do kyvety a pfi laboratorni

teploté¢ se zmétilo emisni spektrum pii excitaci 425 nm. Roztok se nechal 10 minut
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temperovat na teplotu 35 °C a opét se zméfilo spektrum. Takto se pokracovalo s teplotami
37, 39,41 a 43 °C, ¢imz se uzaviel prvni cyklus méteni.
V druhém cyklu meéfeni se vzorek nechal opét 10 minut vychladnout na

laboratorni teplotu a zméfilo se spektrum. Postupovalo se identicky jako v prvnim cyklu.

10.4 Odezva sondy E na pritomnost trypsinu

Vsechna méfeni se provadéla v 10% roztoku DMSO/TRIS pufru o koncentraci sondy E
10 uM, pied ptipravou tohoto roztoku byl TRIS pufr vytemperovéan na 37 °C. Ptipraveny
roztok se prefiltroval do kyvety a 5 minut se temperoval na 37 °C pted fluorescenénim
méfenim.

Pfi méfeni s enzymem se po vytemperovani vzorku zméfil blank, a poté se vzdy

ptidalo 10 pl trypsinu o koncentraci 10, 100 nebo 1000 ng celkové v objemu 1 ml.

10.5 Odezva sloucenin E a RhB1 na pFitomnost peroxidu vodiku

VSechna méfeni se provadéla s koncentraci latek 10 uM. TRIS pufr, resp. EtOH byl
vytemperovan na 37 °C, pfipraveny roztok byl pfefiltrovan do kyvety a 5 minut se
temperoval na 37 °C pred fluorescencnim méfenim.

Pokud se méfilo s H202, pak se vzdy ptidalo 50 pl 33% H20:2 a celkova
koncentrace roztoku E, resp. RhB1 byla vzdy 10 uM v celkovém objemu 1 ml.

Pfi zkusebnim méfeni s H20 se ptidalo 50 ul H20 a celkova koncentrace roztoku
RhB1 byla opét 10 uM v celkovém objemu 1 ml.

Méfeni s molekulou rhodaminu B se provedlo s koncentraci rhodaminu B 10 uM
v 10% DMSO/TRIS pufru, kdy TRIS byl pfedem vytemperovan na 37 °C, pfipraveny
roztok byl ptefiltrovan do kyvety a 5 minut se temperoval na 37 °C. Poté se piidalo 50 pl

33% H20; a provedlo se fluorescen¢ni méteni.
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Predlozena bakalafskd prace je zaméfena na syntézu multifunkénich fluorescencnich
sond pro simultanni detekci proteazy a peroxidu vodiku a ovéfeni jejich predpokladanych
fluorescencnich vlastnosti.

Teoreticka cast se zabyva problematikou metabolismu peroxidu vodiku, ktery
patii do skupiny reaktivnich forem kysliku. Zaroven je v této ¢asti zahrnuty i1 zakladni
prehled vyvinutych fluorescencnich sond pro detekci peroxidu vodiku a sond pro detekci
trypsinu ¢i chymotrypsinu za poslednich 15 let.

Hlavni obsah bakaladfsk¢é prace spocival ve vyvinuti jednoduché a
reprodukovatelné ptipravy navrzenych struktur A-D prvni ¢asti fluorescencnich sond.
Béhem syntézy vyvstavaly nejriznéj$i problémy, které jsme co nejefektivnéji a
nejrychleji fesili. Nakonec se podatilo najit jednoduchy zptisob piipravy prvni ¢asti sondy
akorat s lehce odliSnym skeletem od piivodniho navrhu. Bohuzel z ¢asovych diivodi byla
pfipravena pouze jedna modifikace prvni casti sondy molekula E namisto Ctyf
navrzenych, a tak se nepodatilo dosahnout vSech vytycenych cili bakalaiské prace.

Jedina pfipravena a precisténd modifikace E byla podrobena fluorescenénimu
méfeni i s druhou ¢asti sondy molekulou RhB1. Zjistovala se fotostabilita, teplotni
zavislosti, a nakonec odezva na ptfitomnost peroxidu vodiku a trypsinu.

Druha ¢ast sondy molekula RhB1 byla zcela stabilni v roztoku. Prvni ¢ast sondy E
vykazovala nestabilitu v ¢ase, pravdépodobné z divodu Spatné rozpustnosti v TRIS
pufru, a zavislost na teploté se neprokazala. Samotna ¢ast sondy E byla podrobena
enzymatické reakci sriznymi koncentracemi trypsinu. Experiment potvrdil, Zze
molekula E mize byt vyuzita pro detekci trypsinu, kdy jsou patrné vyrazné zmény ve
fluorescen¢nim profilu uz pii koncentraci trypsinu 10 ng/1 ml v casovém rozsahu méfeni
50 minut. Dohromady se obé¢ ¢asti sondy E/RhB1 méfily pti detekcei peroxidu vodiku.
Fluorescen¢ni profil vykazoval zménu jako odezvu na ptitomnost peroxidu vodiku,
nicmén¢ doslo ke zméné zcela opacné, nez jsme piedpokladali. Po fad€ experimentti jsme
zjistili, ze za odezvu je zodpovédna pouze druha ¢ast sondy molekula RhB1, a jen za
specifickych podminek, kdy v roztoku musi byt pfitomen TRIS pufr a peroxid vodiku.

Jeding pak dochazi k rozkladu molekuly RhB1, a tedy ztraté fluorescenéniho signalu.
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Zavérem tedy mizeme fict, Ze jsme UspésSné ovetili princip fluorescencni detekce
trypsinu i peroxidu vodiku nasi sondou, i kdyz princip detekce peroxidu se ukazal byt
jiny nez puvodné navrzeny. Nevyhodou nasi sondy je nizka rozpustnost, ktera nedovoluje
snizit limit detekce.

Na zéklad¢ téchto zjisténi miizeme predbézné navrhnout zmény v dalsi generaci
nasich sond pro simultanni detekci peroxidu vodiku a proteazy (Obr. 55). Z divodu
Spatné rozpustnosti molekuly E v TRIS pufru lze do skeletu zatadit vice molekul PEG
( ), které by mély rozpustnost zvysit, a dale mizeme vynechat
aminokyselinu p-alanin a pro syntézu vyuzit Wangovu pryskyfici misto Rinkovy,
abychom ziskali polarngjsi karboxylovou skupinu oproti aminoskuping (zvyraznéno
cerveneé). Jelikoz detekce peroxidu vodiku je zaloZena na jiném principu, nez je hetero
Diels-Alderova reakce mezi ¢astmi sondy E a RhB1, hydroxylaminova skupina na prvni
¢asti sondy nemusi byt tudiz ptitomna. Diky tomu budeme schopni navazat barvivo
fluorescein na sekundarni aminovou skupinu sarkosinu, atim zvysit stabilitu
fluorescen¢niho signalu. Déle by se sonda nemusela skladat ze dvou ¢asti, pokud by se
nam podafilo navazat molekulu RhB1, ktera odrazi piitomnost peroxidu vodiku

Vv roztoku, na skelet prvni ¢ast sondy.

Obr. 55: Novy navrh modifikované fluorescenéni sondy pro simultanni detekci

peroxidu vodiku a proteazy.
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