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Souhrn

Tato prace se zabyva zjistovanim mechanizmu Gcinku nékolika cytotoxicky aktivnich
triterpend a hledanim jejich molekularnich cilG. Z aktivnich derivatd byly pfipraveny
propargylestery a ty byly biotinylovdny pomoci Huisgenovy cykloadice. Byly zméreny
cytotoxicné aktivity vSech derivata. Vzniklé konjugaty (terpen - PEG linker - biotin) pak byly
pouzity v pull down esejich vyhodnocovanych pomoci kvantitativni proteomiky v kombinaci
se SILAC. V prvnich expreimentech byla nalezena pro kazdou slouceninu skupina proteint, se
kterymi selektivné interaguji, v budoucnu vSak bude nutné experimenty dale optimalizovat
a potencialni cile validovat. Pro kyselinu betulinovou byla mezi potencidlnimi cili nalezena

i topoisomerasa |, ktera je z literatury znamym cilem.



Summary

The aim of this thesis is investigation of mechanism of action of cytotoxic active
triterpenes. Propargyl esters were prepared from all active compounds and they were
biotinylated using Huisgen cycloaddition. Cytotoxic activities of all prepared compounds
were measured. The conjugates (terpene — PEG linker — biotin) were then used in pull down
assays evaluated by quantitative proteomics and SILAC. During the first experiments, a set of
proteins with specific interaction for each studied triterpene was found. In the future,
experiments need more optimization and the potential targets will have to be validated.
Topoisomerase | was found among the potential molecular targets for betulinic acid which is

in agreement with literature precedents.
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1 Uvod

Terpenoidy reprezentuji jednu z nejvétsich skupin sekundarnich metabolitl, doposud
jich bylo zpfirodniho materidlu izolovano a charakterizovano vice nez 55 000
(Mirata et al., 2015). Vyznamnou podskupinou terpenoidd jsou triterpeny, které se mimo
jiné vyskytuji ve vysSich rostlinach, morskych organizmech anebo vzacnéji v plisnich ¢i
houbach. Biosyntéza triterpent probihd mevalonatovou cestou pres skvalen, nenasyceny
tficetiuhlikaty uhlovodik, formalné sloZeny ze Sesti izoprenovych jednotek, ktery je také

prekurzorem vsech steroidd.

Prvni triterpeny byly objeveny jiz na zacatku 19. stoleti, a pfestoZe byly pfirozenou
soucasti mnoha prirodnich lécivych extraktd, o biologickych aktivitach Cistych terpenickych
substanci nebylo dlouho zndmo nic. Extrakty s obsahem triterpenoidli se vyuzivaji
k lécebnym uceldm v mnoha asijskych zemich a to hlavné diky protizdnétlivym,
analgetickym, sedativnim, antipyretickym a mnoha dalSim Gcinkdm (Huang, 1993; Ovesna et
al., 2004; Fu et al., 2014). S rozvojem metodologii organické chemie a dalSich védnich
disciplin byly konkrétnim terpenlm pfifazeny specifické biologické ucinky a s rozvojem
biologického testovani byly nové ucinky odhaleny i u novych, dosud nepouzivanych derivatu.
Dnes zndme triterpeny, které maji ucinky antimikrobidlni, antifungalni, antiparazitarni,
protipozerové, ale zejména protinddorové a anti-HIV (pfiklady v Sultana et al., 2008;
Zuo et al., 2011; Innocente et al., 2014). V nasi laboratoti se zabyvame derivaty lupanu a

oleananu, a jednou z dlleZitych vychozich latek je kyselina betulinova 1.

Obrazek 1: Strukturni vzorec kyseliny betulinové (1)



Jednou z prvnich praci, kterd popisuje cytotoxické ucinky extrakt(i s obsahem kyseliny
betulinové na bunkach lymfoblastické leukemie je (Trumbull 1976), ale teprve roku 1995
byla publikovdana prace o selektivni cytotoxické aktivité izolované slouceniny, vtomto
pripadé vsak na rliznych liniich melanomu (Pisha et al., 1995). Rozsahly vyzkum od 90. let
také poskytl dikazy o aktivitdich kyseliny 1 proti HIV. Rada derivatd kyseliny 1 se ukazala
aktivni i v in vivo testech na zvitatech. Existuji i derivaty potlacujici vznik metastaz. Nékolik
vyzkumnych tym( se také pokusilo poodhalit mechanizmus ucinku derivatl kyseliny
betulinové 1. Mnoho z nich ma vliv na bunéény cyklus, nékteré indukuji apoptdzu, jiné
autofagii nebo angiogenezi (napf. Xu et al., 2007; Petronelli et al., 2009; Gao et al., 2010).
Z konkrétnich molekularnich cild nékolika derivati kyseliny betulinové pak byla prokazana
inhibice topoisomeras nebo proteasomu (Ganguly et al., 2007; Qian et al., 2011). Je zfejmé,
ze molekularnich cild slouc¢enin odvozenych od kyseliny betulinové je vzhledem ke skale

jejich biologickych aktivit vice, a proto je duleZité je dale zkoumat.
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2 Cile prace

Tato bakalarska prace je zamérena na zkoumani mechanizmu ucinku derivati kyseliny
betulinové, které béhem drivéjsiho vyzkumu vykazaly vyznamné cytotoxické aktivity. Jedna
se o kyselinu betulinovou (bude pouZita jako standard), pyrazin 3 a aldehyd 4. Bylo proto

potreba:
1. Provést literarni reSersi.
2. Pripravit slouc¢eninu 3 a 4 dle literatury (Sejbal et al., 1986; Sarek et al., 2003).
3. Pripravit propargylestery 5—7.

4. Pripravit vhodny linker s biotinem a pomoci Huisgenovy cykloadice syntetizovat

biotinylované slouceniny 8 — 10.
5. Zméfrit cytotoxickou aktivitu vSech derivati pomoci MTT testu.

6. Optimalizovat biotin/streptavidin afinitni chromatografii a vyhodnotit vysledky,

pokusit se o vytipovani moznych molekuldrnich cild.
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3 Teoreticka cast
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3.1 Soucasny stav studované problematiky

Vzhledem k rozmanitym biologickym aktivitam se fada tyma vénuje syntéze novych
analogl triterpen( a jejich cilem je najit derivat s lepSimi vlastnostmi nez maji soucasnd
léc¢iva. Tyto cile zahrnuji nalezeni sloucenin s vyssi ICso neZz maji existujici derivaty nebo
slouc¢eninu s novym mechanizmem ucinku, ktery by byl alternativou pro feseni rezistentnich
onemocnéni. Pres vSechny zajimavé biologické aktivity a obvykle i nizkou toxicitu na
nenadorovych burnkach maiji triterpeny jednu nevyhodu. Jsou Spatné rozpustné ve vodnych
médiich a s tim je spojena jejich Spatna biodostupnost. Z tohoto divodu se mnoho tyma
vénuje syntéze prolékl, které by byly rozpustnéjsi anebo vyvijeji vhodné farmakologické
formulace, napf. na bazi cyklodextrind. Na naSem pracovisti je zna¢na pozornost vénovana
viem tfem oblastem vyvoje a tato bakaldfska prace Uzce souvisi svyvojem derivatu

s vysokou aktivitou a ndvrhem jejich mechanizmu ucinku.

Béhem predchoziho vyzkumu byla nalezena fada sloucenin s ICso v jednotkach puM.
Jednou skupinou takovych perspektivnich slouéenin jsou derivaty kyseliny betulinové
s dusikatym heterocyklickym kruhem kondenzovanym ke kruhu A terpenického skeletu.
Z této skupiny byl nejaktivnéjsi pyrazin 3 (Urban et al., 2007; Urban et al., 2012;
Xu et al., 2012;). Dalsi zajimavou a velmi aktivni molekulou proti Siroké Skdle nadorovych linii

je 30-oxoderivat 4 (Sarek, et al., 2003).

\)
\
\)
N)

Obrazek 2: Slouc€enina 3 Obrazek 3: Sloucenina 4
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Pro studium mechanizmu ucinku biologicky aktivnich derivatd je mozné pouZzit fadu metod.

V této praci byl hleddn molekuldrnich cil pomoci pull down eseji na principu imobilizace

a zachyceni interagujicich proteind s vyuzitim kvantitativni proteomiky a SILAC.

Metoda biotin/streptavidin afinitni chromatografie spociva v tom, Ze aktivni molekula
je navazana pres definovany linker k molekule biotinu a k takto modifikované molekule je
pridan lyzat nddorovych bunék. Aktivni molekula se pfi tom navaze na cilovy protein. Po
pfidani streptavidinem modifikované pevné faze (napf. magnetickych kuli¢ek) se komplex
biotin-aktivni molekula-molekularni cil navaze na tuto pevnou fazi a zbytek lyzatu je odmyt.
Nasleduje gradientova eluce molekularnich cilG pomoci pufru a eluované molekuly protein(

jsou charakterizovany pomoci hmotnostni spektroskopie.

Jednou z variant této metodiky je metoda popsand v praci: (Ong et al.,, 2012), kterd

umoZiuje provedeni velkého kvanta pull down eseji v jednom jediném experimentu.

Aby bylo metodu mozZno pouzit, je potreba pfripravit konjugaty aktivni molekuly
s biotinem a je potreba navazat biotin z vice mist (kvlli kontrole). Vzhledem k omezenosti
¢asu byly vramci této bakaldrské prace pfipraveny biotinylované derivaty pouze pres
karboxylovou funkci v poloze 17, nicméné tato prace je soucdsti SirSi studie a derivaty
biotinylované na C-3 a na C-30 budou pfipraveny v nejblizsi budoucnosti. Pro biotinylace byla
zvolena Huisgenova cykloadice, moderni metoda, tzv. click chemie, protoze umoziiuje velmi
snadno, rychle akontrolované spojit molekulu obsahujici koncovou trojnou vazbu

s organickym azidem (Huisgen, 1961; Colb et al., 2001).

IN'\ 1‘
Z Rz N” "NT\g
= = ® o/ —1= 2
~Z . N=N—N —_— 4'\j 5
1 2 R1 3

Schéma 1: Princip click reakce
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3.2 Kvantitativni proteomika

Kvantitativni proteomika dokdze detekovat malé zmény v proteinu nebo peptidu, a to
ve velmi slozité smési proteind (Ong et Mann, 2005). Rozdily se analyzuji pomoci LC-MS
a mohou byt provedeny rliznymi metodami. U neznacené neboli ,Label free“ metody jsou
proteiny kvantifikovany intenzitou signalu v hmotnostnim spektru (Kopylov et al., 2009).
Pfesnéjsi metoda je zaloZena na znaceni protein( stabilni znackou. Pro znaceni protein( se
pouzivaji chemické modifikace specifickych skupin na molekule napf. u metod AQUA, iTRAQ

anebo vyuZiti média jakoZto zdroje izotopicky znacenych anabolitl - SILAC (Ong et al., 2003).

Kvantitativni proteomiku rozliSujeme na dva typy: absolutni a relativni. Relativni
kvantifikace porovnava uroven konkrétniho proteinu v rlznych vzorcich a vysledky jsou
vyjadreny jako relativni zména nasobného mnozstvi proteinl (Elliott et al., 2009). Absolutni

kvantifikace je zaloZena na stanoveni presného mnozstvi nebo koncentraci proteinu.

Vyvoj metod pro presnou kvantifikaci proteinl je jednou z nejnarocnéjsich oblasti
proteomiky, a i pres sloZitost této techniky je kvantitativni proteomika rozhodujici pro nase
celkové pochopeni exprese proteint a jejich Uprav souvisejicich s rGznymi molekularnimi

procesy.

3.3 SILAC

Metoda SILAC (stable isotope labeling by amino acids in cell culture) je jednoduch3,
efektivni metoda kvantitativni proteomiky vyuzivajici hmotnostni spektrometrii. Je zaloZzena
na znaceni proteomu bunék prostrednictvim znacenych esencialnich aminokyselin. Nejc¢astéji

se pro izotopické znaleni aminokyselin pouZivd deuterium, '3C, nebo *°N.

V praxi se pripravi dvé média, kdy jedno obsahuje jiz zminéné neznacené a druhé
znacené aminokyseliny. Kultivované bunky, béhem péti bunéénych déleni v médiu, nahradi
standardni esencialni aminokyselinu svou izotopicky znacenou formou. TéZsi izotopy peptidu
aminokyseliny se v hmotnostnim spektru projevi posunem molekulové hmotnosti
o specifickou hodnotu napf. o 6 Da u lysinu znaeného 3C. Rozdil téchto hodnot nam
umoznuje rozliSit peptidové pary pochdzejici ze znacdenych a neznadenych proteind
(Ong et al., 2002; Ong et Mann, 2007).
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Obrazek 4: Identifikace specifickych proteinovych interakci pomoci kvantitativni
proteomiky. Tato metoda byla pouZita v této prdci. Spoliva vtom, Ze se pfipravi dvé
bunécné linie, jedna obsahuje standardni (neznacené) aminokyseliny a druhd aminokyseliny
znacené tézkymi (znacenymi) isotopy. K lyzatu ze standartni linie se ptidd pevna faze
s navazanymi molekulami zkoumané latky a zdroven vysoka koncentrace volné zkoumané
latky, ktera vystupuje jako kompetitor. K lyzatu z linie obsahujici tézké aminokyseliny se
prida pouze pevna faze s navazanou aktivni molekulou. Pevnd faze z obou experimentl se
smicha v poméru 1:1, provedou se vSechny promyvaci kroky, proteiny se oddéli od pevné
faze, nastépi trypsinem a nasledné se obsah a identita navazanych proteinl (jim
odpovidajicich peptidd) uréi pomoci hmotnostni spektrometrie. Vzhledem ktomu, Ze
k lyzatu z normalni linie byl pfidan kompetitor, velkd ¢ast molekuldrnich cild je jim vyvazana
a odmyta pred samotnou identifikaci. U lyzatu obsahujicich tézké proteiny naopak nic nerusi
navazani molekularnich cili na pevnou fazi, a proto je v tomto usporadani signdl pro peptid
ze znaceného proteinu intenzivnéjsi nez signal pro peptid z neznac¢eného proteinu. V dalSim
kroku se experiment provede s opacnym usporadanim a vysledkem musi byt vyssi intenzita
signalu pro peptid z neznaceného proteinu. V pfipadé, Zze tomu tak je, je to dlikazem, Ze
protein se vaze specificky ke zkoumané molekule a je tedy pravdépodobné molekularnim
cilem. V pfipadé, Ze se protein vdie nespecificky, signal pro peptid z neznaceného

i znac¢eného proteinu bude v obou experimentech stejné intenzivni. (Ong, 2012)
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3.4 MTT test

MTT test je jednoduchy kolorimetricky test, méfici Zivotaschopnost nadorovych
bunék (Mosmann, 1983). Princip metody spociva v redukci Zlutého a rozpustného 3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny formazan.
Reakce probihda na mitochondridlni membrdané zivych bunék. Po pfidani silného detergentu
se formazan rozpusti a zbarveni je vyhodnoceno spektrofotometricky. MnozZstvi Zivych bunék
odpovida hodnoté absorbance, tedy ¢im tmavsi barva roztoku, tim vyssi mnozstvi Zivych

bunék (Black et Speer, 1954).

Tetrazolium Formazan

/ | |
Q_(N\h'l h — e
o @
Nfﬂ"\fu ... \
S\%i | N 3 \r/ﬂ/
Bre & >

Obrazek 5: Chemicka struktura tetrazoliové soli a jeji premény na formazan pfi

MTT testu

3.5 Syntéza jednotlivych derivatu

3.5.1 Pfiprava pyrazinu 3

Pyrazin 3 byl pfipraven reakci kyseliny betulonové 2 s ethylendiaminem a sirou ve
vroucim morfolinu dle literatury (Sejbal et al., 1986). Bylo ziskdno 39 % pyrazinu 3 (schéma

2), fyzikalni a spektralni data odpovidaji datlim nalezenym v literature.
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3.5.2 Priprava aldehydu kyseliny betulinové 4

Allylovou oxidaci kyseliny 1 oxidem seleni¢itym byl pfipraven aldehyd 4
(Sarek et al., 2003). Bylo ziskano 43,6 % aldehydu 4 (schéma 2). Fyzikdlni a spektralni data

jsou ve shodé s literaturou.

Schema 2. (a) CrO3/ H,SO4, DMF, r.t., 2 h; (b) Ethylendiamin/morfolin,
S, reflux 3 h; (c) SeO,, GLYM, reflux 4 h.

Schéma 2: Pfiprava sloucenin 2, 3, 4

3.5.3 Syntéza biotinylovanych molekul

Vzhledem k naSsemu zdjmu o nalezeni molekulového cile, bylo zapotiebi pfipojit k jiz
nasyntetizovanym slouceninam 1, 3, 4 biotin. Jako snadnd a rychld cesta se zdala byt
Huisgenova cykloadice, tzv. click reakce, pro spojeni dané molekuly, obsahujici trojnou vazbu

s linkerem 11, ktery nese organicky azid (viz schéma 3).

3.5.4 Priprava propargylovanych sloucenin

Slouceniny 5 - 7 byly pfipraveny analogickym postupem (Wang et al., 2014), reakci
triterpenoidni kyseliny s propargyl bromidem za pfitomnosti uhli¢itanu draselného jako baze.
Reakce byla monitorovdna pomoci TLC a nasledné chromatograficky zpracovdna.

Propargylace kyseliny betulinové 1 a pyrazinového derivatu 3, za vzniku sloucenin 5 a 6,

18



probéhly s vytézkem podobnym literature, tedy v rozmezi 70 — 80 %. U derivatl obsahujicich
aldehyd v poloze 30 byl vytézek vyrazné nizsi. Propargylace aldehydu 4 probéhla za vzniku
slouceniny 7 s vytézkem 49 %. Vytézek se nepodafilo zvysit ani pti prodlouzeni reakéni doby

na 18 h, ¢i pfidanim dalSiho propargyl bromidu. Zbytek latky se v prlbéhu reakce rozlozil.

3.5.5 Priprava linkeru s biotinem

Linker s biotinem byl pfipraven modifikovanym postupem dle literatury
(Vundyala et al., 2008). Nejdfive byl biotin rozpustén v DMF pti 80°C a ndsledné pridan CDI,
kvlli aktivaci karboxylové skupiny. Poté byl do reakéni smési pridan 11-azido-3,6,9-
trioxaundekan-1-amin a michan pfi laboratorni teploté 18 hodin. Prvni pokus o pfipravu
linkeru 11 probéhl s vytézkem 12 %, jelikoz se pred zpracovanim produktu nepodafilo zcela
odparit DMF, které zpusobovalo ztraty pti extrakci s chloroformem. Nasledna reakce nebyla
zpracovana podle literatury, a reakéni smés byla, po odpareni DMF za vysokého vakua, pfimo

purifikovdna pomoci kolonové chromatografie s vytézkem 62 %.

Jelikoz byl pouZit jiny azid-PEG-amin neZ v literatufe (Vundyala et al., 2008), byla

slouéenina charakterizovdna pomoci MS-ESI, 'H, a 3C NMR spekter.

3.5.6 Priprava biotinylovanych sloucenin

Prvni slouceninou, na které byla biotinylace ovérena, byla kyselina 1, vzhledem k jeji
dobré dostupnosti. K linkeru 11 a kyseliné 1 byl pfidan askorban sodny a pentahydrat siranu
médnatého v DMF. Smés byla michana po dobu 24 hodin za laboratorni teploty, podle
modifikovaného postupu literatury (Antimonova et al., 2013). Reakcéni smés po 24 hodinach
zménila barvu z modro-zelené na Zluto-oranZovou. Pfitomnost produktu byla ovéfovana
pomoci LC-ESI. Pfi pokusu o zpracovani reakéni smési nalitim do ledové lazné a nasledné
extrakci doslo k obrovskym ztratam produktu, jelikoZz biotinylovana molekula v pfitomnosti
DMF prechazi nejen do organické faze, ale i do vodného prostfedi. Nasledna purifikace
produktu probéhla na HPLC s vytézkem pouhych 7,8 % slouceniny 8. Po zkuSenosti se

slouc¢eninou 8 byl u dalSich slou¢enin poutzit jiny postup zpracovani reakéni smési. Pfiprava
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slouceniny 9 byla pfipravena z pyrazinu 3 za stejnych reakcnich podminek jako sloucenina 8.
Pfitomnost produktu byla ovéfena pomoci LC-ESI a nasledné prefiltrovana, aby byla
odstranéna nerozpustnda méd. Ze smési bylo odpafeno DMF a produkt purifikovan pomoci
HPLC s vytézkem 41 %. Analogickym postupem byl pfipraven biotinylovany aldehyd 10

s vytézkem 42 %.

Ns/\/o\/\o/\/OV\NH HN” “NH

1 o

A, -, f‘°FJ ]
. \/[:N NH
(o]

5-7 8-10

Schema 3. (a) Propargyl bromid/K,CO3, DMF, r.t., 18 h; (b)
Karbonyldiimidazol, DMF, r.t., 18 h; (c) Askorban sodny, CuSO,4 5H,0,
DMF, r.t., 24 h.

Schéma 3: Pfiprava linkeru 11, propargylovanych sloucenin 5 - 7 a biotinylovanych
derivatu 8-10.
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4 Experimentalni cast
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4.1 Chemicka cast

s v

4.1.1 Obecné poznamky k experimentalni casti

Teploty tani byly vymezeny na bodotavku Blichi B-545 a nejsou korigovany. NMR
spektra byla mérena na pfistroji Jeol 500 MHz, v roztoku CDCls (pokud neni uvedeno jinak).
Pro 'H NMR spektra byl pouZit jako vnitfni standard signal zbytkového CHCls. Chemické
posuny 3C NMR spekter byly referencovény viéi §(CDCls) = 77.00 ppm. Multiplicita signalt v
13C NMR spekter byla uréena z DEPT spekter. Hodnoty chemickych posunll a interakénich
konstant byly uréeny pomoci analyzy prvniho fadu. Hodnoty chemickych posun( byly
zaokrouhleny na dvé desetinnd mista, interakéni konstanty na jedno desetinné misto
(uvedeny v jednotkach Hz). Pribéh reakci a Cistota vzorkd byly sledovany pomoci TLC na
foliich Kieselgel 60 F254 (Merck). Detekce TLC folii byla provadéna nejprve UV zarenim (254
nm), a poté postiikem 10% kyselinou sirovou a zahfanim na 110 - 200 °C. Elu¢ni soustavy pro

vyvijeni TLC félii (vZidy uvedeny u experimentu).

Pro sloupcovou chromatografii byl pouzivan Kieselgel 60 (63 - 200 um; Merck 7734).
Mobilni faze pro sloupcovou chromatografii jsou uvedeny vidy u experimentu. K odparovani
rozpoustédel byla pouzita RVO (Blichi Rotovapor R-200). Veskerd rozpoustédla pouzivand
pro reakce, krystalizace a chromatografie byla pfedem destilovana. Slouceniny pro syntézy
byly zakoupeny u firmy Sigma-Aldrich, s.r.o. v nejvyssi dostupné kvalité. BéZné rozpoustédla
a DMF, acetonitril, 2-methoxyethanol, oxid selenicity, oxid chromovy, hexan, kyselina sirova,
hydroxid draselny, uhli¢itan draselny, byly zakoupeny u firmy Lachner, s.r.o. Kyselina
betulinovd a kyselina betulonovda byly ziskdny z dfivéjSich pfisunl provedenych

v laboratofrich Betulinines.
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Elucni soustavy pro vyvijeni TLC félii (jsou vZdy uvedeny u experimentu):
A toluen : diethylether 3:1 (obj.)

B toluen : diethylether 5:1 (obj.)

Mobilni faze pouzité pr sloupcové chromatografie na silikagelu:

Faze 1 —-25% (objemovych) diethyletheru v toluenu

Faze 2 — 20% (objemovych) diethyletheru v toluenu

Mobilni faze pro HPLC (faze 3) — Gradientova eluce pro HPLC probihala pro vsechny
slouceniny z 80% ACN/H,0 pufru do 100% ACN. Na H,0
pufr bylo pouzito 2 g NH40Ac ve 2 | H,0.

Obvyklé zpracovani reakénich smési

Postup A

Reakéni smés byla nalita do pétinasobného mnoistvi vody a extrahovana
ethylacetdtem. Spojené organické podily byly promyty vodou, vysuseny bezvodym siranem

hofecnatym a rozpoustédla byla odparena na RVO.

4.1.2 Pfiprava sloucenin

Priprava pyrazinu 3

2,7 g (5,94 mmol) ketokyseliny 2 bylo rozpusténo v 23,5 ml morfolinu, k roztoku bylo
pridano 1,8 ml (30 mmol) ethylendiaminu a 1,8 g (56,3 mmol) siry. Smés byla za stalého
michani zahfivana k varu 4 hodiny. Poté byla zpracovana postupem A. Odparek byl precistén
chromatografii na sloupci 270 g silikagelu (faze 2). Bylo ziskdano 1,13 g (39 %) pyrazinu 3 ve
formé tuhé pény o t. t. 232-237 °C. Literatura uvadi t. t 240-243 °C (krystalizovano z MeQH).
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Priprava aldehydu kyseliny betulinové 4

K roztoku 3 g (6,58 mmol) kyseliny 1 v 90 ml 2-methoxyethanolu bylo pomalu pfidano
1,38 g (12,4 mmol) oxidu selenicitého. Reakéni smés byla za michani zahtivana k varu 4
hodiny. Konec reakce byl indikovdan pomoci TLC (soustava A). Reakéni smés byla za horka
zfiltrovdna pres skladany filtr a zpracovana postupem A. Produkt byl dale precistén pres
sloupec 300 g silikagelu (faze 1). Chromatograficky jednotné frakce obsahujici aldehyd 4 byly
spojeny. Bylo ziskdno 1,35 g (43,5 %) lehce naZloutlych krystalt o t. t. 210-217 °C. 'H NMR

spektrum je shodné s literaturou (Dina et al., 1955).

Obecny postup pripravy propargylovanych sloucenin derivata kyseliny betulinové

Bylo pouzito modifikovaného postupu podle literatury (Wang et al., 2014).

K roztoku 2,2 mmol kyseliny v20 ml DMF byl pfidan K,COs (0,89 g; 6,5 mmol)
a propargyl bromid (342 pl; 4,4 mmol). Smés byla michana za laboratorni teploty 4 hodiny.
Reakce byla monitorovdana pomoci TLC (soustava B). Po skonceni reakce byl zbyvajici
uhlic¢itan vapenaty a vznikly bromid draselny odstranén filtraci. Surovy produkt byl zpracovan
postupem A a rozpoustédla odpafena na RVO. Produkt byl precistén chromatografii na

sloupci silikagelu (hmotnost = 100x hmotnost odparku).

Propargyl ester kyseliny betulinové 5

CO,CH,C=CH

Byl ptipraven obecnym postupem z 3 g (6,6 mmol) kyseliny betulinové 1. Bylo ziskano

2,3 g (70,7 %) bilych krystald propargylesteru 5 o t. t. 181 — 186 °C. Literatura
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(Wang et al., 2014) udava t. t 185 — 187 °C. 'H-NMR: 0.76 (s, 3H); 0.83 (s, 3H); 0.93 (s, 3H);
0.93 (s, 3H); 0.97 (s, 3H); 1.91-1.93 (m, 2H); 2.22 (td, 1H, Ji= 12,6 Hz, J,=12,6 Hz, J3= 3,5 Hz);
2.26-2.34 (m, 1H); 2.44 (t, 1H, J1=2,3 Hz, C33); 3.02 (td, 1H, J1= 10,6 Hz, J,=10,6 Hz, J3= 4,6 Hz,
H-19B); 3.19 (ddd, 1H, J1= 10,3 Hz, 1,=5,3 Hz, Js= 5,3 Hz, H-3); 4.61 (m, 1H, H-29-pro E); 4.64
(dd, 1H, J1= 15,6 Hz, J,=2,3 Hz, H-31a); 4.72 (dd, 1H, J1= 15,6 Hz, J,=2,3 Hz; H-31b); 4.74 (m,
1H, H-29-pro Z). MS (ESI): m/z (%) = 493 (100, [M-H]"). MS (ESI*): m/z (%) = 517 (75, [M+Nal*)

Propargyl ester pyrazinu 6

CO,CH,C=CH

Byl pfipraven obecnym postupem z 0,5 g (1 mmol) pyrazinu 3. Bylo ziskano 0,45 g
(83,4 %) bilych drobnych krystal propargylovaného pyrazinu 6 o t. t. 177-181. *H-NMR: 0.81
(s, 3H); 1.02 (s, 3H); 1.03 (s, 3H); 1.29 (s, 3H); 1.31 (s,3H); 1.72 (s, 3H, 6x CH3); 1.78 (m, 1H);
1.93 (m, 2H); 2.25-2.36 (m, 2H); 2.43-2.50 (m, 2H); 3.00-3.09 (m, 1H, H-19pB); 3.04 (d, 1H,
J=16,6 Hz); 4.67 (m, 1H, H-29 pro-E); 4.67 (dd, 1H, Ji= 15,5 Hz, J,= 2,3 Hz, H-33a); 4.73 (dd,
1H, J1= 15,5 Hz, Jo= 2,3 Hz; H-33b); 4.78 (bd, J= 1,7 Hz, H-29 pro-2); 8.28 (d, 1H, J= 2,3 Hz);
8.41 (d, 1H, J= 2,3 Hz, 2 x H — pyrazin). MS (ESI'): m/z (%) = 527 (55, [M-H]). MS (ESI*): m/z
(%) = 529 (95, [M+H]*)
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Propargyl ester aldehydu 7

CO,CH,C=CH

Byl pfipraven obecnym postupem z 1 g (1,97 mmol) aldehydu 4. Bylo ziskdno 509 mg
(47 %) bilych krystalt propargylovaného aldehydu 7 o t. t. 188-192 °C. *H-NMR: 0.76 (s, 3H);
0.81 (s, 3H); 0.92 (s, 3H); 0.94 (s, 3H); 0.96 (s, 3H); 1.89-1.96 (m, 1H); 1.97-2.1 (m, 2H); 2.21
(td, 1H, J1=12,6 Hz, J,=12,6 Hz, J3=4); 2.26- 2.39 (m, 1H); 2.44-2.45 (m, 1H); 3.17-3.31 (m, 1H,
H-198); 3.33 (td, 1H, J1= 11,5 Hz, J,=11,5 Hz, J3= 4,6 Hz, H-3a); 4.62 (dd, 1H, J1=15,5 Hz, J,=2,3
Hz); 4.71 (dd, 1H, J1=15,5 Hz, J,=2,3 Hz); 5.91 (s, 1H, H-29a); 6.28 (s, 1H, H-29b); 9.53 (s, 1H,
H-30). MS (ESI"): m/z (%) = 507 (100, [M-H]). MS (ESI*): m/z (%) = 510 (75, [M+H]*)

Priprava linkeru s biotinem 11

o

O\/\ S
NV N

HN NH

®)

Byl pfipraven modifikovanym postupem podle literatury (Vundyala et al., 2008).

D(+)-Biotin (0,48 g, 2 mmol) byl ptidan k 10 ml DMF a zahfivan na 80 °C neZ se biotin
rozpustil. Poté byl pfidan 0,38 g (2,4 mmol) CDI a smés michana pfi pokojové teploté 4
hodiny. Poté byl pfidan 11-azido-3,6,9-trioxaundecyl-amin (476 ul, 2,4 mmol) a smés
michana pod inertni atmosférou za laboratorni teploty 18 hodin. Konec reakce byl indikovan

pomoci MS-ESI. Zreakce byl odpafeno DMF pomoci RVO. Odparek byl rozpustén
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v chloroformu a precistén chromatografii na sloupci 50 g silikagelu. Chromatograficky
jednotné frakce linkeru 11 byly spojeny s vytézkem 0,66 g (62,3%) o t. t. 84-89 °C. 'H-NMR:
0.9-1.1 (m, 1H); 1.4-1.5 (m, 2H); 1.6-1.8 (m, 4H); 2.23 (td, 2H, J1=7,45 Hz, J,=7,45 Hz, J3= 1,72
Hz; 2.75 (d, 1H, J1=12,61 Hz); 2.92 (dd, 1H, J1=4,59 Hz, J,= 5,83 Hz); 3.2-3.3 (m, 1H); 3.3-3.4
(m, 4H); 3.5-3.6 (m, 2H); 3.67 (m, 10H); 4.32 (m, 1H); 4.5 (m, 1H); 5.49(s, 1H); 6.48 (s, 1H);
6.73 (t, 1H, J1=15,15 Hz). 13C NMR (125 MHz; CDCls): & = 25.67, 28.07, 28.15, 35.94, 39.13,
40.51, 50.66, 55.53, 60.16, 61.74, 69.95, 70.01, 70.08, 70.46, 70.65, 77.20, 163.90, 173,29.
MS (ESI*): m/z (%) = 445 (M*+H).

Obecny postup pripravy biotinylovanych latek

Bylo pouZito modifikovaného postupu podle literatury (Antimonova et al., 2013).

K propargylované kyseliné (0,19 mmol) a linkeru 11 (0,18 mmol v5 ml DMF) bylo
pfiddno 21 mg (0,11 mmol) askorbanu sodného s 27 mg (0,11 mmol) CuSO4.5H,0. Reakéni
smés byla 24 hodin michana pfi laboratorni teploté. Poté byla z reakéni smési odfiltrovana

méd a na RVO odpareno DMF. Odparek byl rozpustén v acetonitrilu a ¢istén pomoci HPLC.

Priprava biotinylovaného derivatu 8

S
HN
NH
Ve

Sloucenina byla pfipravena obecnym postupem 2z222 mg (0,45 mmol)
propargylesteru 5. Bylo ziskdno 33 mg (7,8 %) biotinylované kyseliny 8 o t. t. 161-164 °C. 'H-
NMR: 0.73 (s, 3H); 0.75 (s, 3H); 0.80 (s, 3H); 0.93 (s, 3H); 0.95 (s, 3H); 1.67 (s, 5H); 1.94 (m,
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4H); 1.93 (m, 4H); 2.11 (td, 2H, J1=11,67 Hz, J,=2,51 Hz, J3=2,51 Hz); 2.19-2.29 (m, 3H); 2.62
(s, 1H); 2.70-2.77 (m, 1H); 2.91 (dd, 1H, Ji= 4,58 Hz, J,=4,8 Hz); 2.29-3.03 (m, 1H); 3.16 (m,
2H); 3.45 (m, 2H); 3.56 (t, 2H, J- 5,03 Hz); 3.58-3.64 (m, 9H); 3.88-3.90 (m, 2H); 4.31-4.34 (m,
1H); 4.49-4.60 (m, 4H); 4.72 (d, J=2,06); 5.21 (m, 2H); 5.37 (s, 1H); 6.28 (s, 1H); 6.64-6.74 (m,
1H); 7.79 (s, 1H). 13C NMR (125 MHz; CDCls): 6 = 14.65, 15.38, 15.60, 16.15, 18.24, 19.29,
20.82, 25.44, 25.53, 27.32, 27.94, 28.05, 28.11, 29.54, 30.50, 31.92, 34.19, 35.85, 36.84,
37.13, 38.25, 38.65, 38.81, 39.09, 40.50, 40.62, 42.32, 46.94, 49.37, 50.19, 50.43, 55.25,
55.47, 46.48, 57.05, 60.13, 61.73,69.39, 69.93, 70.03, 70.35, 70.40, 70.54, 77.20, 78.87
109.68, 125.07, 150.41, 163.69, 173.26, 176.04. MS (ESI*): m/z (%) = 940 (M*+H).

Priprava biotinylovaného derivatu 9

S
HN
NH
Ve

Byl pfipraven obecnym postupem z 0,2 g (0,38 mmol) propargylovaného pyrazinu 6.
Bylo ziskano 150 mg (40,7 %) biotinylovaného pyrazinu 9 o t. t. 164,171. *H-NMR: 0.78 (s,
3H); 0.82 (s, 3H); 0.99 (s, 3H); 1.27 (s, 4H); 1.29 (s, 4H); 1.69 (s, 5H); 2.02 (s, 2H); 2.14-2.3 (m,
4H); 2.44 (d, 1H, J= 16,5 Hz); 2.73 (d, 1H, J= 12,82 Hz); 2.9 (dd, 1H, Ji= 12,8 Hz, J,= 4,8 Hz);
2.96-3.06 (m, 2H); 3.14 (td, 1H, J1= 7,33 Hz, Jo= 4,7 Hz, J3=4,7 Hz), 3.38-3.48 (m, 2H); 3.54-
3.57 (m, 2H); 3.6 (d, 8H, J= 1,49 Hz); 3.87-3.90 (m, 2H); 4.30-4.33 (m, 1H); 4.46-4.59 (m, 3H);
4.63 (s, 1H); 4.74 (s, 1H, J=1,6 Hz); 5.22 (d, 2H, J=2,29 Hz); 5.49 (s, 1H); 6.43 (s, 1H); 6.70 (m,
1H); 7.79 (s, 1H); 8.27 (d, 1H, J=2,29 Hz); 8.40 (d, 1H, J= 2,06 Hz). 33C NMR (125 MHz; CDCls):
6 =14.61, 15.19, 16.12, 19.34, 20.02, 21.36, 24.01, 25.45, 25.54, 28.04, 28.12, 29.54, 30.51,
31.44, 31.83, 33.21, 35.88, 36.72, 36.80, 38.31, 39.07, 39.42, 40.48, 42.39, 46.88, 48.61,
48.67, 49.27, 50.20, 52.93, 55.30, 56.51, 57.08, 60.12, 61.72, 69.38, 69.93, 70.01, 70.34,
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70.37, 70.53, 99.87, 109.79, 125.05, 141.47, 142.28, 142.97, 150.25, 150.74, 159.58, 163.83,
173.25, 175.99. MS (ESI*): m/z (%) = 974 (M*+H).

Priprava biotinylovaného derivatu 10

S
HN
NH
Ve

Byl pfipraven obecnym postupem ze 115 mg (0,23 mmol) propargylovaného
aldehydu 7. Bylo ziskdno 90 mg (41,9 %) biotinylovaného pyrazinu 10 o t. t. 167-170 °C. H-
NMR: 0.71 (s, 3H); 0.74 (s, 3H); 0.78 (s, 3H); 0.90 (s, 3H); 0.95 (s, 3H); 1.8-2.1 (m, 4H); 2.09
(td, 2H, J1=11,45 Hz, J,=3,44 Hz, J3=3,44 Hz); 2.17 (s, 1H); 2.21-2.29 (m, 4H); 2.74 (d, 1H,
J=12,61 Hz); 2.91 (dd, 1H, J1=13,18 Hz, J,=4,58 Hz); 3.13-3.19 (m, 2H); 3.32 (dd, 1H, J1=10,8
Hz, J,=4,58 Hz); 3.44 (m, 2H); 3.55 (t, 2H, J=5,16 Hz); 3.61 (s, 8H); 3.88-3.90 (m, 2H); 4.29-
4.34 (m, 1H); 4.44-4.64 (m, 3H); 5.23 (dd, 2H, J1=18,9 Hz, J2=6,3 Hz); 5.47 (s, 1H); 5.91 (s, 1H);
6.27 (s, 1H); 6.33 (s, 1H); 6.73-6.75 (m, 1H); 7.27 (s, 1H); 7.83 (s, 1H); 9.50 (s, 1H). 13C NMR
(125 MHz; CDCl3): 6 = 14.51, 15.14, 16.07, 19.99, 21.34, 24.00, 25.53, 27.20, 28.05, 28.13,
29.47, 31.43, 31.62, 33.18, 35.86, 36.60, 36.69, 38.16, 39.08, 39.42, 40.41, 42.30, 48.48,
48.59, 50.18, 52.90, 55.50, 56.57, 57.25, 60.16, 61.73, 69.35, 69.90, 70.02, 70.34, 70.52,
125.10, 134.00, 141.47, 142.31, 142.92, 150.63, 156.01, 159.57, 153.80, 173.29, 175.70,
195.03. MS (ESI*): m/z (%) = 954 (M*+H).
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4.2 Biologicka cast
4.2.1 Pristrojové vybaveni

Sonifikaéni l1azen (Bandelin sonorex); Cisti¢ vody (Direct Q-8, Merck); vortex (Heindolph); pH
metr (Denver instrument), laboratorni vahy (Scaltec); inkubdtor (Major Science); stolni
centrifuga (Eppendorf); odparka vzorkd (Eppendorf); termomixér (Eppendorf); Termoblok
(Biosan); Vi-CELL XR2.03 (Beckman Coulter); magnet (Life Technologies); temomixér (Biosan);
spektrofotometry (Labsystems a Perkin Elmer); inkubator (Thermo Scientific); mikroskop
(Olympus); iontovy zdroj (easy spray, Thermo Scientific); prekolona (Aclaim PepMap 100,
100 pm x 2cm, C18, 5 um 100 A, Thermo Scientific); vlastni kolona (PepMap RSLC, C18, 75
Um x 50 cm, 2 um, 100 A, Thermo Scientific); kapalinovy chromatograf (ultimate 3000,
Dionex); hmotnostni spektrometr (LBQ Orbitrap Elite, Thermo Scientific); software

Biolab/Chemorezist; Genesis; MaxQuant v 1.5.2.8; Perseus 1.5.1.6.

4.2.2 Chemikalie

Deionizovand voda; DMSO (Sigma); trypsin gold (Promega); kyselina octovd (Fluka);
acetonitril (Avantor Performance Materials); Jodoacetamid (Sigma);
Tris(2 karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (Sigma); kyselina trifluoroctova (Sigma); methanol
(Prolabo); 4-ethylmorfolin (Fluka); Inhibitory fosfataz (Roche); Inhibitory proteaz (Roche);
BSA (Sigma); dithiothreitol (Sigma); dodecylsiran sodny (Slgma); peroxodisiran amonny
(Serva);N,N,N',N-Tetramethylethylenediamine (Serva); 3Ce¢ L-Arginin hydrochlorid (Sigma);
13Cg L-lysin (Sigma); *2Ce L-Arginin hydrochlorid (Sigma-Aldrich); 2C¢ L-lysin hydrochlorid
(Sigma-ALdrich); streptavidinové magnetické kulicky (Life Technologies); Coomasie briliant
blue R-250 (Life Technologies); 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
(Sigma); Penicilin (Biotika); Streptomycin (Biotika); médium RPMI-1640 (Sigma-Aldrich);
Médium RPMI-1640 pro SILAC bez argininu a lysinu (Thermo Scientific); fetalni teleci sérum
(PAN-Biotech); KCI (Sigma-Aldrich); NaCl (Sigma-Aldrich); KH,POs (Lach-Ner, s.r.o.);
Na;HPO4:12H,0 (Lach-Ner, s.r.0.), Acr-Bis (Amresco), Bradford Reagent (Sigma-Aldrich);

tris(hydroxymethyl)aminometan (Serva); kyselina ethylenglykoltetraoctovd (Serva); kyselina
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ethylendiamintetraoctova (Serva); Triton X-100 (Sigma-Aldrich); Nonidet P 40 (Sigma-
Aldrich).

4.2.3 Seznam a priprava pouzitych kultivacnich médii

RPMI-1640

Bylo pfipraveno médium obsahujici 10 % fetdlniho teleciho séra, 0,01 mg/ml

streptomycinu a 10 000 jednotek/ml penicilinu.

Neznacené médium — RPMI-1640 pro SILAC

Bylo pfipraveno médium obsahujici 10 % fetalniho teleciho séra 0,004 % *2Cg L-Lysin
hydrochloridu, 0,02 % !2C¢ L-Arginin hydrochloridu, 0,01 mg/ml streptomycinu a 10 000

jednotek/ml penicilinu.

Znacené médium — RPMI-1640 pro SILAC

Bylo pfipraveno médium obsahujici 10 % fetalniho teleciho séra 0,004 % 3Ce L-Lysin
hydrochloridu, 0,02 % %3C¢ L-Arginin hydrochloridu, 0,01 mg/ml streptomycinu a 10 000

jednotek/ml penicilinu.

4.2.4 Seznam a pfiprava pouzitych roztokd

10x koncentrovany PBS

80 g NaCl, 2g KCl, 32,1 g Na;HPO4 . 12 H20, 2 g KH2PO4 byl rozpustén v 700 ml deionizované
vody, pH bylo upraveno na hodnotu 7,4 pomoci HCl a bylo doplnéno se do 1 litru

deionizovanou vodou, pH bylo zkontrolovano a pfipadné znovu upraveno.

1x koncentrovany PBS

1 | roztoku 1x PBS byl pfipraven pouzitim 100 ml 10x koncentrovaného PBS a 900 ml

destilované vody.
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Roztok MTT

MTT bylo rozpusténo ve sterilnim fyziologickém roztoku na vyslednou koncentraci 5 mg/ml,

roztok byl prefiltrovan.

Roztok 10% SDS

5 g SDS (dodecylsulfatu sodného) bylo doplnéno do 500 ml destilovanou vodou, pH bylo

upraveno se upravilo na hodnotu 5.

Denaturacni pufr

SloZeni pufru bylo 250 mmol/I TrisHCI pH 6,8, 10% SDS, 30% glycerol, 25 mmol/I DTT, 0,02%

bromfenolova modfr.

Lyzacni pufr bez inhibitort

Obsahoval 20 mmol/I Tris (pH 7,5), 150 mmol/l NaCl, Immol/l EGTA, 1 mmol/l EDTA, 0,5%
TritonX-100, 0,5% NP-40.

Zasobni roztok inhibitoru fosfatdz a proteaz

Jednotlivé tablety byly vioZzeny do mikrozkumavek a rozpustény v 500 pl destilované vody

a vznikl 100x koncentrovany roztok.

1x PBS + 0,1% BSA

10 mg BSA bylo dopinéno do 10 ml 1x PBS.

50 mmol/I TCEP

107,49 mg TCEP bylo doplnéno na objem 7,5 ml.

50 mmol/I IAA

69,36 mg IAA bylo doplnéno na objem 7,5 ml.

EtMf pufr

50 mmol/lI EtMF s 10 % ACN, pH 8,3, pH upravovat pomoci AA nebo EtMf.

Trypsin o koncentraci 500 ng/ul

100 ug trypsinu rozpustime ve 200 pl 50 mmol/I kyseliné octové.
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Trypsinovy pufr

Trypsin koncentraci 500 ng/ul nafedime 80x v EtMf pufru.

0,1% TFA v 80% ACN

10 ul TFA bylo smichdno s 8 ml ACN a doplnéno na objem 10 ml MS H,O0.
0,1% TFA

10 ul TFA bylo doplnéno na objem 10 ml MS H;0.

50% ACN

5 ml ACN bylo smichano s 5 ml MS H20.

0,5% AA

50 ul kyseliny octové bylo doplnéno na objem 10 ml MS H;0.

60% ACN s 0,5% AA

50 ul kyseliny octové bylo smichano s 6 ml ACN a doplnéno na objem 10 ml MS H;0.

0,1% FA

10 ul kyseliny mravenci bylo doplnéno na 10 ml MS H,0.
10x TGS

25 mmol/I Tris, 192 mmol/I glycin, 0,1% (w/v), pH 8,3.

1x TGS

1 | roztoku 1x TGS byl pfipraven pouzitim 100 ml 10x koncentrovaného TGS a 900 ml

destilované vody.
4x délici pufr
1,5 M Tris-Cl, pH 8,8, 0,4% SDS

4x zaostrovaci pufr

0,5 M Tris-Cl, pH 6,8, 0,4% SDS
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10% délici gel pro SDS-PAGE

5 ml 4x rozdélovaciho pufru, 5 ml 40% Acr-Bis, 10 ml MS H,0, 100 ul 10% APS a 20 ul TEMED

4% zaostrovaci gel pro SDS-PAGE

2,5 ml 4x zaostfovaciho pufru, 1 ml 40% Acr-Bis, 6,5 ml MS H;0, 100 ul 10% APS a 20 ul
TEMED

Fixacni roztok

50% methanol, 10% ledova kyselina octova

Barvici roztok

0,1% Coomasie Brilliant Blue R-250, 50% methanol a 10% ledova kyselina octova

Odbarvovaci roztok

40% methanol a 10% ledova kyselina octova

Skladovaci roztok

5% ledova kyselina octova
MS H,0
Voda s Cistotou pro hmotnostni spektrometrii byla ciSténa pfistrojem Direct Q-8

Analyza pomoci hmotnostni spektrometrie

Loading pumpa — A-0,1% (v/v) TFAv MS vodé
B—80% ACN v 10% TFE
Pratok - 6 ul/min, izokraticky gradient
Nano pumpa - A —-97,9 % MS vody, 2% ACN, 0,1% FA
B —-9,92 % MS vody, 80% ACN, 10 % TFE, 0,08% FA

Pratok — 0,275 pl/min, linedrni gradient
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4.2.5 Testované latky

Testované latky, patfici do skupiny triterpend, byly oznaceny vlastnimi kody, které

jsou uvedeny u struktur v kapitole 3.1 Soucasny stav studované problematiky. Tyto kody

jsoul, 3,4,8,9, 10 a jejich chemicka struktura je uvedena ve schématu 2 a 3. Priklad fedéni

latek je uveden v tabulce 1.

Tabulka1l: Vzor 96-jamkového panelu pro MTT (ohranic¢eno dvojitou Carou) a sestupné

fedici fady testovanych sloucenin. Koncentrace je uvadéna v pumol/I.

1 2 3 4 5 6 7 8 ) 10 11 |12
A 100 100 100 100 100 100 100 100 100 | -
B 33,333|33,333|33,333|33,333|33,333 33,333 33,333 | 33,333 (33,333 | -
| 11,111 11,111 11,111 |11,121 11,121 11,111 11,111 {11,121 | 11,111 -
D] x g 3,704 | 3,704 | 3,704 | 3,704 | 3,704 | 3,704 | 3,704 | 3,704 | 3,704 | -
'E| g % 1,235 | 1,235 | 1,235 | 1,235 | 1,235 | 1,235 | 1,235 | 1,235 | 1,235 | -
'F| = 0,412 | 0,412 | 0,412 | 0,412 | 0,412 | 0,412 | 0,412 | 0,412 | 0,412 | -
G| 0,137 | 0,137 | 0,137 | 0,137 | 0,137 | 0,137 | 0,137 | 0,137 | 0,137 | -
H 0,046 | 0,046 | 0,046 | 0,046 | 0,046 | 0,046 | 0,046 | 0,046 | 0,046 | -

SLOUCENINA 1

SLOUCENINA 2

SLOUCENINA 3

4.2.6 Biologicky material

Bunécna linie CCRF-CEM, pouZivana pro experimenty této bakalarské prace, byla

zakoupena od firmy ATCC. Tato linie je odvozena od lidské akutni lymfoblastické leukémie.

4.2.7 Kultivace a pasazovani bunék
Kultivace bunék probihala v inkubatoru pfi teploté 37 °C a 5% atmosfére CO,. Veskera

prace s burikami a jejich médii probihala

ve sterilnim prostredi.
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Kultivace byla zahajena v plastové kultivaéni lahvi o objemu 25 ml. Burky byly dale

pasazovany pravidelné trikrat tydné.

Pro pasazovani bunécné linie CCRF-CEM byl pouzit ndsledujici postup. Lahev byla
zkontrolovana pod inverznim svételnym mikroskopem, aby byla vylou¢ena kontaminace.
Pfesnda koncentrace a Zivotaschopnost bunék v kultivacni lahvi byla spocditdna pomoci
pfistroje Vi-CELL. Bunky byly pFfeneseny do plastové zkumavky o objemu 50 ml
a centrifugovany pfi laboratorni teploté 5 minut a 1600 rpm. Staré a nutriéné vypotifebované
médium bylo slito invertovanim zkumavky a peleta byla resuspendovana v1 ml nového
média. Tato peleta byla prevedena do nové kultivacni lahve a doplnéna 37°C médiem RPMI-
1640 na pozadovanou koncentraci 400 000 — 600 000 bunék na 1 mililitr. Kultivacni lahev

byla poté vracena zpét do inkubatoru.

4.2.8 MTT test

PFiprava zasobnich panelu

Syntetizované Ilatky vramci této bakalarské prace byly rozpustény v DMSO na
koncentraci 10 mmol/l a tyto zasobni roztoky byly uchovavany v -20 °C. Na test byly

pripraveny zasobni roztoky o koncentraci 500 umol/I.

Pfiprava pracovnich panell

Bylo nasazeno 125000 bunék na 1 jamku. MnoiZstvi bunék v kultiva¢ni lahvi bylo
spocitano pristrojem Vi-CELL a potfebny objem bunécné suspenze, které bylo potieba na
cely 96ti jamkovy panel, prenesen do plastové zkumavky a centrifugovan 5 minut pfi 1600
rom alaboratorni teploté. Médium bylo slito invertovanim zkumavky a peleta byla
resuspendovana v 1 ml média. Peleta byla prenesena do Petriho misky s médiem, aby vznikla
pozadovana koncentrace 125 000 bunék na jamku. Do prvniho sloupce, blanku viz tabulka 1,
bylo napipetovano 100 pl média. Do druhého sloupce, tedy kontroly, bylo napipetovano 100
ul bunék a do zbyvajicich sloupcli 80 pl bunék. Do sloupct 3 az 11 bylo v tripletech

preneseno multikanalovou mikropipetou po 20 ul fedici fady slouc¢eniny pfedem ptipravené
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v zasobnich panelech. Panely byly popsany a inkubovany po dobu 72 hodin. Kazdy MTT test

probéhl ve trojim opakovani.

Ukonceni MTT testu

Po 72 hodinové inkubaci bylo do kazdé vyuzité jamky v panelech napipetovano 10 ul
MTT a panely vloZeny zpét do inkubatoru. Po dvou az tfech hodinach byly panely
zkontrolovany, zda se vjamkach vytvofilo dostate¢né mnoistvi nerozpustnych krystald
formazanu. Pokud byla tvorba krystal( dostatecna bylo do kazdé jamky multikanalovou

pipetou pridano 100 ul 10% SDS, ktery rozpustil krystaly formazanu.

Spektrofotometrie a analyza vysledkli MTT testu

Méreni probéhlo nasledujici den po pridani 10% SDS. VSechny panely byly méreny
spektrofotometricky pfi vinové délce 540 nm. Interpretace vysledkl probéhla pomoci

programu Cytorezist verze 3.3.3.

4.2.9 Metoda SILAC

Bunécna linie CCRF-CEM byla nasazena na kultiva¢ni lahve o objemu 25 ml. Po tfech
dnech byla linie nasazena do 50 ml kultiva¢ni lahve. T¥ikrat tydné byla poté provedena pasaz

bunék timto zplsobem.

Pocet znadenych a neznacenych bunék v kultivacni lahvi byl spocitdn a z kazdé
kultivacni lahve bylo asi 2/3 bunécéné suspenze slito do odpadu a doplnéno zna¢enym nebo
neznacenym médiem na koncentraci 400 000 — 600 000 bunék na 1 mililitr. Po 5 - 6 pasaZich
obsahovala kazdda burka v kultiva¢ni lahvi bud’ zna¢enou, nebo neznacenou aminokyselinu,

kterou zaclenila do svych proteind.
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4.2.10 Priprava proteinovych lyzatu

Bylo odebrdno 50 x 10® bunék. Suspenze byla centrifugovdna v 50 ml plastovych
zkumavkach 5 minut pfi 1600 rpm v centrifuze vychlazené na 4 °C. Médium bylo slito
invertovanim zkumavky a peleta resuspendovana v 1 ml 1x PBS a doplnéna 19 ml 1x PBS.
Bunky byly opét centrifugovany 5 minut pfi 1600 rpm a 4 °C (tento postup byl opakovan 2x).
Z pelety bylo odlito PBS invertovanim zkumavky a bylo pfiddno 0,5 ml vychlazeného
lyzacniho pufru spolu s 5 ul zadsobniho roztoku inhibitoru fosfatdz a 5 pl zasobniho roztoku
inhibitoru proteadz. Lyza bunék probéhla na ledu béhem 30 minut. Lyzat bunék byl
centrifugovan pri 14 000 rpm 10 minut ve vychlazené centrifuze na 4°C. Supernatant,

obsahujici proteiny, byl odebran a pouzit v dal$im kroku.

4.2.11 Afinitni purifikace proteinti pomoci magnetickych kulicek

Testovana sloucenina je vtomto usporadani ukotvena na streptavidinem
modifikované pevné fazi (magnetickych kuli¢ckach) pres triethylenglykolovy linker zakoncéeny
molekulou biotinu. Takto ukotvend testovana sloucenina interaguje s proteiny bunécného

lyzatu, které se na ni mohou specificky vazat.

Streptavidinem modifikované magnetické kulicky (pevna faze) byly resuspendovany
v plvodnim obalu na vortexu. Do ¢tyf minieppendorfek bylo pfiddno 50 pl magnetickych
kulicek a 100 ul 1x PBS. Magnetické kulicky byly resuspendovany, umistény na magnet a pufr
odsat. Promyvani 1x PBS bylo opakovano tfikrat. Ke kulickdm bylo pfidano 100 pl pracovniho
roztoku s biotinylovanou molekulou o koncentraci 100 pumol/l a tento roztok se nechal
inkubovat 30 minut pfi laboratorni teploté na trepacce. Magnetické kulicky s navdzanou
biotinylovanou molekulou byly separovdny na magnetu po dobu 2-3 minut a nenavazana
biotinylovana sloucenina odsata. Kulicky byly pétkrat promyty ve 100 ul 1x PBS s 0,1% BSA.
Do dvou minieppendorfek bylo pfidano 50 pl neznaéeného bunééného lyzatu. Do jedné
z téchto minieppendorfek bylo pfidano 100 pl 500 pM volného terpenu a do druhé
minieppendorfky 100 pl DMSO. Stejny postup byl pouZit také u znaceného lyzatu.
Minieppendorfky byly inkubovany dvé hodiny za ob¢asného promichani na ledu. Po inkubaci
byly magnetické kulicky umistény na magnet, lyzat byl odsat a magnetické kulicky promyty
100 ul 1x PBS. Neznaceny lyzat byl spojen se znadenym lyzatem a vdalSim kroku se
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experiment provedl s opaénym usporadanim. Po spojeni byly magnetické kulicky promyty
100 pl 1x PBS a pufr odsat a tento postup byl dale opakovan dvakrat. Od magnetickych
kulicek bylo dokonale odsato PBS a pridano 30 pl denaturacniho pufru, s kterym byly kuli¢ky
povafeny 5 minut pfi teploté 95 °C. Timto krokem probéhla denaturace proteind,
navazanych na biotinylovanou molekulu, které se uvolnily do eluatu. Eluat byl odebran do

novych minieppendorfek a nanesen na SDS-PAGE elektroforézu.

4.2.12 Separace jednotlivych proteinti pomoci SDS-PAGE
elektroforézy

SDS-PAGE elektroforéza v pritomnosti dodecylsiranu sodného je metoda vyuzivana
k rozdéleni proteinli na zakladé jejich molekulové hmotnosti, délce polypetidového fetézce
a na stupni rozbaleni neboli denaturace. Pro digesci proteinl v gelu bylo potfeba proteiny

rozdélit pomoci SDS-PAGE elektroforézy v polyakrylamidovém gelu.

Eluat s proteiny z kapitoly 4.2.11 Afinitni purifikace proteinii pomoci magnetickych
kulicek byl denaturovan 5 minut pfi teploté 95 °C. Pro separaci proteind byla zvolena
tloustka gelu 1 mm. Mezi skla byl injekcni stfikackou nanesen asi do 3/4 vysky délici gel
a zalit asi 100 pul MS H,O pro vyrovnani vrstvy. Gel se nechal zatuhnout 45 minut. Po
zatuhnuti byla voda odsata filtracnim papirem, injekéni stfikackou byl po horni hranici skla
nanesen zaostrovaci gel (sloZeni viz kapitola Seznam a priprava pouZitych roztokd) a vlozen
hiebinek. Béhem tuhnuti byla sestavena elektroforeticka aparatura a zalita roztokem 1x TGS.
Do dalsi jamky bylo opatrné naneseno 30 ul vzorku. Pro zaostfeni vzorku bylo nastaveno
napéti 80 V po dobu 20 minut. Po této dobé bylo nastaveno napéti na 100V a separace

proteind probihala asi hodinu, nez byly proteiny rozdéleny.

4.2.13 Fixace a barveni gelu po SDS-PAGE elektroforéze

Fixace byla provedena v Petriho misce ve fixacnim roztoku po dobu dvou hodin pfi
mirném michani. BEhem prvni hodiny fixace byl roztok vyménén za novy. Barveni proteinu
v gelu pomoci Comassie Blue probihalo barvicim roztokem po dobu 20 minut pfi laboratorni

teploté za mirného michani. Gel byl odbarven odbarvovacim roztokem za laboratorni
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teploty, ktery byl ménén, dokud nebylo pozadi gelu zcela odbarveno. Gel byl skladovan

v lednici v 5% ledové kyseliné octové.

4.2.14 Digesce protein( pro hmotnostni spektrometrii

Gel z elektroforézy byl oplachnut vodou s Cistotou pro hmotnostni spektrometrii (MS
H,0). Gel byl nafezdn na jednocentimetrové platky. Kazdy platek byl nafezdn na 1x1 mm
kostky, které byly pfeneseny do Cisté eppendorfky. K nakrajenym platkim bylo pfidano 800
ul ACN a sonifikovano pét minut, poté byl ACN odebran.

Redukce proteinli probéhla pridanim 300 pul 50 mM TCEP a povarenim pfi 90°C po
dobu deset minut a poté byl TCEP odebran. Po redukci probéhlo promyti pomoci 800 ul MS
H,0 a sonifikace po dobu pét minut, poté byla MS H;0 odebrana. Ke gelu bylo pfidano 800 pl

ACN, ktery se sonifikoval pét minut a nasledné byl odebran.

Alkylace proteind probéhla pfidanim 300 pl 50 mM IAA. Roztok byl inkubovan 1
hodinu ve tmé a IAA poté odebrano. Po alkylaci byl gel promyt pomoci 800 ul MS H,0
a sonifikace po dobu péti minut, poté byla MS H,0 odebrana. Ke gelu bylo pfidano 800 pl
ACN, ktery se sonifikoval pét minut a nasledné byl odebran. Postupné byly predeslé dva
kroky promyvani jesté dvakrat opakovany. V poslednim kroku promyvani bylo ke gelu

pridano 800 ul 50% ACN, ktery byl pét minut sonifikovdn a nasledné odebran.

Trypsinizace proteind probéhla pridanim 300 ul trypsinového pufru ke gelu, ktery byl
nasledné inkubovan pfi 37°C prfes noc. Ndsledna extrakce peptidi probéhla nasledujicim

zplGsobem.

Eppendorfky byly zchlazeny na laboratorni teplotu, stoceny v centrifuze a kapalny
obsah byl prenesen do novych eppendorfek. Ke gelu bylo pfidano 200 pl 0,1% TFA v 80%
ACN, deset minut byl sonifikovan a poté byl kapany obsah prenesen do jiz zminénych novych
eppendorfek. Ke gelu bylo pfidano 300 ul 0,1 % TFA, 10 minut sonifikovano, poté byl obsah
prenesen do novych eppendorfek. Ke gelu bylo pfiddno 200 ul 50 % ACN, 10 minut

sonifikovano, poté byl obsah opét prenesen do novych eppendorfek. Extrakty byly odpareny.
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4.2.15 Purifikace peptidli na C18 koloné ve Spickach

Do Zlutych Spicek byla vloZzena C18 kolona a oznacené Spicky vlozeny do 1,5 ml
eppendorfek. Vzorky po trypsinizaci byly rozpustény 100 ul 0,5% AA. Do Spicek bylo pfidano
100 pl MeOH a byly stoceny dvé minuty pfi 3000x g. Do Spic¢ek bylo poté pfidano 100 ul 60%
ACN s 0,5% AA, stoceno pti 3000x g, dvé minuty. Ddle bylo do Spicek pfidano 100 ul 0,5% AA
a byly stoceny dvé minuty pti 3000x g. Nasledné bylo do $picek ptiddno 100 pl vzorku
a Spicky stoceny dvé minuty pfi 3000x g. Po stoceni bylo do Spicek pridano 100 ul 0,5% AA,
stoceno pfi 3000x g, dvé minuty a Spicky preneseny do novych eppendorfek. Eluce peptidu
z C18 kolony probéhla pridanim 100 pl 60% ACN s 0,5% AA a stocenim 5000x g po dobu péti
minut. Eluat byl ndsledné pfipraven na analyzu pomoci hmotnostniho spektrometru timto

zplGsobem.

Eluat byl po purifikaci odparen a Cisté peptidy byly rozpustény pomoci 1 pl 0,1% TFA
v 80% ACN. Peptidy byly natfedény 19 ul 0,1% FA na konecny objem vzorku 20 ul. Vzorek byl

prenesen do inzertu, ktery byl umistén do vialky.

4.2.16 Stranoveni koncentrace proteintli podle Bradfordové v
mikrotitracni desticce.

Byla ptipravena koncentra¢ni fada standardu BSA od 0,1 — 1,4 mg/ml. Do 96-ti
jamkového panelu bylo pfidano 5 pl proteinovych standard(i a do jamek s blankem pfidano
5 ul lyzovaciho pufru. 5 pl lyzatu bylo inkubovano 30 minut s 250 pl roztoku Bradford
Reagent. Absorbance byla odectena pti 595 nm. Standardni kfivka byla sestrojena pomoci
standard( BSA. V pripadé obsahu proteint vyssi nez 1,4 mg byl lyzat 2x zfedén lyzacnim

pufrem.
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5 Vysledky a diskuze

V chemické ¢&asti této bakalarské prace byly uUspésné pfripraveny tfi biotinylované

slou¢eniny a metody jejich syntézy a purifikace byly optimalizovany. Biotinylované

slouceniny byly spolecné s jejich volnymi (nebiotinylovanymi) derivaty otestovany pomoci

MTT testu, ktery hodnoti miru cytotoxicity. Bunécna linie CCRF-CEM se inkubovala tfi dny

s testovanymi latkami 1, 3, 4 a 8, 9, 10. Testovani probéhlo ve tfech nezavislych opakovénich

a hodnoty jednotlivych méreni byly zpriimérovany.

Tabulka2:  Vysledné hodnoty ze tfi méreni (primér hodnot ICs0® £ smérodatnd odchylka)

ziskané pfi vyhodnocovani jednotlivych MTT testl. Hodnoty jsou uvedeny v

pumol/I.
Kdd sloucenin
1 3 4 8 9 10
17,72+0,87 | 1,14+0,09 |2,46+0,33 | 16,28+1,76 |1,66+0,36 | 3,63+1,45

evvs

Béhem prvnich experimentld bylo nalezeno mnoho protein(, které by mohly byt

molekuldrnimi cili testovanych sloucenin. Jako prvni sloucenina pro hledani molekularniho

cile byla zvolena kyselina betulinova 1. Z 2 mg/ml celkovych protein( v bunécném lyzatu,

bylo nalezeno celkem 24 specificky se vazicich proteinl. Jednim znich byla i DNA

topoisomerasa |, jez byla identifikovana jako molekularni cil i predchozimi védeckymi

skupinami pomoci jiné metodiky (Chowdhury et al., 2002; Ganguly et al., 2007).
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Log2 SILAC pomér LIH

T T
05 |og2 siLACpomar HL

Obrazek 6: Diagram Log2 SILAC experimentu, kde jsou specificky vdazané proteiny v pravém
hornim kvadrantu. Kyselina betulinova 1.
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Dalsi testovana latka byl pyrazin 3, u kterého se z celkového mnoistvi 2 mg/ml

proteinl podafrilo nalézt 11 protein(, které se specificky vazaly ke slouceniné 3.

1.4 16

12

02 0.4 06 [if:]

Log 2 SILAC pomér LIH
0. 0

-06 -0.4

-08

-1.8 -1 -

T
.6 ] 0.5
Log2 SILAC pomér H/L

(=

Obrazek 7: Diagram Log2 SILAC experimentu, kde jsou specificky vazané proteiny v pravém

hornim kvadrantu. Sloucenina 3.
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Posledni testovanou latkou byl aldehyd 4. Z celkového poctu 2 mg/ml protein( bylo

nalezeno celkem 34 specificky se vazicich protein(.

1]

Log2 SILAC pomér LIH
2
1

2 0 2
Log2 SILAC pomér H/IL

Obrazek 8: Diagram Log2 SILAC experimentu, kde jsou specificky vdzané proteiny v pravém
hornim kvadrantu. Sloucenina 4.
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6 Zaver

V této praci jsme se vénovali problematice tritepen(, jejich derivati a pokusu
o nalezeni mechanizmu ucCinku. Jako prvni byly pfipraveny derivaty kyseliny betulinové
a jejich propargyl estery, ke kterym byl pomoci Huisgenovy cykloadice pfipojen vhodné
substituovany biotin. Metoda pfipravy biotinylovanych sloucen byla optimalizovana a bude

pouZzita v dalSim vyzkumu.

Dalsim cilem této prace bylo stanoveni cytotoxicity pfipravenych slou¢enin pomoci
MTT testu. Cytotoxicita byla stanovena na nadorové bunééné linie akutni lymfoblastické
leukemie. Bylo zjiSténo, Ze nékteré biotinylované slouceniny mély, oproti ocekavani,
podobnou hodnotu ICso jako jejich volné (nebiotinylované derivaty). V dalSich experimentech

by bylo vhodné stanovit cytotoxicitu i na dalSich nadorovych bunéénych liniich.

V neposledni tadé bylo nasim cilem optimalizovat biotin/streptavidin afinitni
chromatografii pomoci kvantitativni proteomiky a metody SILAC. V prvnich experimentech
byla u kazdé slouceniny nalezena skupina protein(, se kterymi slouceniny 1, 3 a 4 selektivné
interaguji. Za Uspéch mlzeme povaZovat nalezeni enzymu topoisomerasy |, kterd je jiz
znamym cilem. Nazvy ostatnich selektivné se vazicich proteini neuvadim z divodd mozné

patentové ochrany, pro tu bude oviem nutna jejich validace.

Na tomto misté je vSak nutné zdlraznit, Ze se jedna o prvni vysledky z nékolika malo
experimentl a Ze pro jejich potvrzeni bude nutné provést dalsi optimalizace promyvacich
krokll, koncentrace protein( v lyzatu, experimenty z riznou délkou linkeru apod. Stejné tak
findIni interpretace téchto vysledk( bude moznd az po provedeni experiment( s molekulami
navazanymi pres jiné funkéni skupiny (jednak pres a jednak mimo predpokladany

farmakofor) a po srovnani vysledkt z vétsi skupiny modifikovanych terpenickych molekul.

Na zavér lze konstatovat, Ze stanovené cile bakalarské prace byly beze zbytku

splnény.
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AA-
ACN-
Acr-Bis-
APS-
BSA-
CDI-
DDT-
DMF-
DMSO-
EDTA-
EGTA-
ELFO-
FA-

HPLC-

IAA-

LC-ESI-

MeOH-
MS H20-

NMR-

Seznam pouzitych zkratek a symbol

kyselina octova

acetonitril
acrylamid/bis-acrylamid

persiran amonny

bovine serum albumin/Hovézi sérovy albumin
karbonyldiimidazol

dithiotreitol

dimethylformamid
dimethylsulfoxid

kyselina ethylendiamintetraoctova
kyselina ethylenglykoltetraoctova
elektroforéza

kyselina mravenci

high-performance liquid chromatography/vysokoucinna kapalinova
chromatografie

kyselina indoloctova
infrared spectroscopy/infracervena spektroskopie

liquid chromatography—mass spektrometry/ kapalinova chromatografie-
hmotnostni spektrometrie

methanol
voda s Cistotou pro hmostnostni spektrometrii

nuclear magnetic resonance spectroscopy/ spektroskopie nuklearni
magnetické resonance

laboratorni teplota
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rpm-
RVO —
SDS-
t.t-t
TCEP-
TEMED-
TFA-
TFE-
TGS-

TK H.0-
TLC-

Tris-

otacky za minutu

rotaéni vakuova odparka
dodecylsiran sodny

eplota tani

tris(2-karboxyethyl)fosfin
N,N,N‘,N‘-tetramethylethylendiaminu
kyselina trifluoroctova
trifluoroethanol

tris/glycin/SDS pufr

autoklavovana sterilni voda

thin layer chromatography/chromatografie na tenké vrstvé

tris(hydroxymethyl)aminometan
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Prilohy
'H NMR spektra biotinylovanych derivatt 8 — 10.
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