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2 SEZNAM ZKRATEK

AR
AF
AK
AREs
Boc
CSS
DBD
DCC
DMAP
ECACC
HR
HSP
LBD
NTD
PMSF
PSA
RIPA
RVO
SDS
TLC

Androgenovy receptor

Aktivacni funkce

Aminokyselina

Androgen response elements
tercbutyloxikarbonyl

Charcoal stripped serum

DNA vazebna doména
N,N'-Dicyclohexylcarbodiimid
4-Dimethylaminopyridin

Evropska sbirka ovéfenych bunécénych kultur
Hinge region

Heatshock protein

Ligand vazebna doména

N-terminalni doména
Fenyl-methylsulfonylfluorid
Prostaticky specificky antigen
Radioimunoprecipitacni testovaci pufr
Rotacni vakuova odparka
dodecylsulfat sodny

Tenkovrstva chromatografie



3 Uvob

Steroidni hormony jsou latky nepolarniho charakteru, odvozené od steranu,
syntetizované ve vajecnicich, placenté, kare nadledvin ¢i varlatech. Endokrinni
organy vyustuji do krevniho feci§té, ¢imz je umoznén transport steroidnich
hormont do cilovych bunék. Skrz jejich lipofilni charakter, je nutné, aby
v prostoru ob&hové soustavy byly navazany na pfenaseCové proteiny. Transport
z krve do butiky skrze plasmatickou membranu pak probihd samovolné pomoci
volné diftize. Po prostupu pies membranu se steroidni hormony vazi na jaderné

receptory.

Jednim ze zastupcu jadernych receptord je androgenovy receptor. Tento
receptor slouzi jako regulator ristu a vyvoje prostaty, muzskych pohlavnich
organu, sekundarnich pohlavnich znakd a spermatogeneze. Vazbou testosteronu
¢i dihydrotestosteronu dochéazi ke zméné kvartérniho uspotadani a transportu
androgenového receptoru do jadra buiky. Zde tento receptor vystupuje jako
transkripCni faktor, ktery moduluje expresi specifickych gend. Transkripcni
aregulaéni ucCinky androgenového receptoru zahrnuji drahy zapojené do
bunécného rustu a proliferace, progrese bunécného cyklu ¢i apoptosy. Patologické
zmény androgenového receprotu vedou k chybné transdukci hormonalniho

signalu, coz je jednou z hlavnich pfi€in vzniku rakoviny prostaty.

Androgenovy receptor je vhodny cil kandidatni 1écby nejen rakoviny
prostaty. Skrz Cetny vyskyt mutaci vSak vyzaduje inovativni postupy v ramci
organické syntézy. Tato bakalarska prace je zaméfena na syntézu novych
potencialnich ligandi androgenového receptoru vychazejicich ze struktury
testosteronu a jejich naslednou aplikaci na bunécné linie 22Rv1 a C4-2 s cilem

potvrzeni vlivu syntetizovanych latek na indukci bunééné smrti.



4 CILE PRACE

e Zpracovani literarni reSerSe na téma androgenovy receptor a jeho
modulatory
e Syntéza konjugatil testosteronu s vybranymi aminokyselinami

e Testovani biologické aktivity pfipravenych latek na burikach karcinomu
prostaty

10



5 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

5.1 Rakovina prostaty

Rakovina prostaty je onemocnéni muzské populace napfic vSemi veékovymi
a etnickymi skupinami. Toto onemocnéni nejCastéji postihuje muze ve véku 45-
60 let a je také zodpoveédné za vétsinu umrti spojenych s rakovinou v zapadnich
statech. Vyskyt tohoto onemocnéni je ovlivnén mnoha faktory a jejich kombinaci.
Mezi rizikové faktory fadime zejména genetické predispozice, etnickou
ptislusnost, veék, obezitu a jiné faktory spojené s prostiedim. Diagnostika
onemocnéni muze byt provedena pomoci biopsie, analyzy prostaty, digitalniho
vySetfeni, nuklearni magnetické rezonance nebo testovanim prostatického

specifického antigenu (PSA)(Chang et al., 2014).

Mimo jiz vySe zminéné metody se pro zpresnéni diagnostiky analyzuji
razné specifické biomarkery nadorové proliferace, pomoci kterych by v budoucnu
bylo mozné urcit, ktefi pacienti v rizikovém stadiu by mohli mit prospéch
z dlouhodobé terapie nedostatku androgent (Cooperberg, ez al., 2013; Chang et
al., 2014) Jednim z téchto biomarkerli je marker bunéného déleni Ki-67 ve
specifickych signalizacnich drahach nebo sekretovany fosfoprotein 1, diky
kterému muzeme predikovat biochemickou recidivu a metastazy (Ding ef al.,

2011; Chang et al., 2014).

Rakovinu prostaty fadime jako nador tifidy C s omezenym muta¢nim
zatizenim (3-6 % genomu primarniho nadoru). VétSina genetickych zmén
spojenych s rakovinou prostaty jsou strukturalni pfestavby geni nebo zmény

v poctu kopii (Robinson ef al., 2009; Rebello ef al., 2021).

.....

zodpovédné za iniciaci nadoru nebo buriky adenokarcinomu prostaty
pravdépodobné vznikaji z bazalnich nebo luminalnich bunek prostaty (Chua ez al.,
2014; Lee et al., 2015; Rebello et al., 2021). Lokalizovana rakovina prostaty je
pomeérneé Casto morfologicky heterogenni. Heterogenita se také vykytuje v ramci
jednotlivych lozisek, kdy miizeme pozorovat genetické rozdily mezi jednotlivymi
lozisky v téle (Boyd et al., 2012; Bostwick et al., 2004; Rebello et al., 2021).
Pokracujici rozvoj rakoviny je provazen zvySujicimi se hladinami PSA, které

poukazuji na aktivitu androgenového receptoru (AR), ktery hraje v rozvoji
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rakoviny prostaty kliCovou roli. Nemoc muZze nadale pokraCovat i po skonceni
terapie, kdy po pouziti antagonistd AR nebo androgen deficientni terapie muze
vyvolat rezistenci (Espiritu et al., 2018; Rebello e al., 2021). V ptipadé n€kterych
mutantnich forem AR muze navic funkci casteCné nebo zcela prevzit
glukokortikoidni receptor, coz vede k neucinné 1é¢b€ rakoviny pomoci
antiandrogenu (Liu ez al., 2009; Boyd et al., 2012; Hong et al., 2015; Gundem et
al., 2015; Berglund et al., 2018; Rebello et al., 2021).

5.1.1 Klasifikace rakoviny prostaty

Systém klasifikace pro rakovinu prostaty neni v souc¢asné dobé& jednotny. Existuje
vSak fada metod, podle kterych mizeme zhodnotit stav a zavaznost onemocneéni.
Soucasti téchto metod je TNM systém, ktery hodnoti vyskyt a rozsah tumoru,
regionalnich lymfatickych uzlin a metastaz. Tento systém klasifikuje rakovinu do
4 stadii (I-IV). To ma ovSem své limity, a proto je nutné v pfipad¢ rakoviny
prostaty brat v potaz také Gleasonovo skore a mnozstvi prostatického
specifického antigenu, které blize charakterizuji stav histologického nélezu

v jednotlivych metodach (Thompson ez al., 2007; Chang et al., 2014).

5.2 Androgenovy receptor

Androgenovy receptor (AR) je jednim z jadernych receptort steroidniho
charakteru. Vysledkem interakce steroidniho ligandu s receptorem je jaderna
akumulace a indukce exprese specifického souboru gent (Shen a Coetzee, 2005).
Rizeni androgenového receptoru podléha piisné kontrole, a to jak ze strany
endokrynniho systému, tak pomoci intrabunénych mechanismi. Mimo vazbu
hormon ¢i jinych ligandi je aktivita androgenového receptoru ovlivnéna Cetnou
fadou intramolekularnich i intermolekularnich interakci. V dusledku toho tak AR
rovnéz vystupuje coby mediator vzniku a proliferace tumorozni tkané v oblasti
prostaty. Androgenovy receptor se ucastni kardiovaskularniho, reprodukéniho
a muskuloskeletalniho systému (Modi ef al., 2016). Jeho zvySena aktivita se poji
s vyskytem rakoviny prostaty. Kromé rakoviny prostaty je androgenovy receptor

spojovan i s jinymi typy rakoviny nebo anabolickymi deficity.

Gen kodujici androgenovy receptor lezi na chromosomu Xqll-12, ma
velikost odpovidajici 90 kb a je sloZen celkem z 8 exonti a 7 intrond. Prvni exon

obsahuje ATG translacni start kodon a celou informaci o kompletni N-terminalni
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doméné (NTD, 1586 bp). DNA-vazebna doména (DBD) je reprezentovana
dvéma malymi exony (exon 2, 152 bp; exon 3, 117 bp). Ligand-vazebna doména
(LBD) je rozdélena do 5 exonti (exon 4, 288 bp; exon 5, 145 bp; exon 6, 131 bl;
exon 7, 158 bp; exon 8, 153 bp). Introny mezi exony 1-2, 2-3 a 3-4 jsou velmi
dlouhé (>24 kb, >15 kb a >26 kb). Zbylé introny jsou mnohem mensi (5,6 kb,
4,8 kb, 0,8 kb a 0,7 kb) (Kuiper et al., 1989).

5'—| Exon1 2 H 3 4 5 6 | 7| 8 I3 GenAR
AF-1 \ AF-2
N-Terminalni DBD HR LBD .
doména Protein AR
1 559 624 676 919

Obrazek 1 Schéma organizace androgenového receprotu vietné zndzornéni jednotlivych domén
translatovaného proteinu. DBD — DNA vazebnd doména, HR — flexibilni (hinge) region, LBD — ligand
vazebnd doména, AF — 1/2 - aktivacni funkce androgenového receptoru 1/2 . Cisla uvedend pod
schématem struktury proteinu AR urcuji velikost jednotlivych domén (AMK). Vytvoreno podle Messner
et al., 2020 pomoci sofiwaru Biorender.
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5.2.1 Struktura

Androgenovy receptor je protein slozeny z 920 aminokyselin o celkové velikosti
110 kDa. Mimo 110kDa variantu (AR-A) se taktéz vyskytuje 87kDa varianta (AR-
B), jejiz N-terminalni doména je zkracend o prvnich 187 aminokyselin. Tento
receptor se sklada z nékolika domén, jmenovite N-termindlni domény (NTD),
DNA-vazebné domény (DBD), flexibilniho regionu, jez spojuje DBD a LBD,
a ligand-vazebnou doménu (LBD) (Gao ef al., 2005; Messner et al., 2020).

NTD, téz znama jako aktiva¢ni doména, je soucasti nezbytnou pro aktivaci
LBD. Tato doména zodpovida za aktivacni funkci 1 (AF1). Mechanismus této
funkce spo¢iva v interakci motivu 22FQNLF?’ s aktivaéni funkci 2 (AF2) na LBD
a spolu s koaktivatory v iniciaci dimerizace AR. Vznikly komplex mezi AR
a androgennim ligandem je stabilizovan interakci mezi motivem ***WHTLF*’
aLBD. V ramci NTD se navic vyskytuji dve dalsi transkripéné aktivacni jednotky
(Tau-1, Tau-5). Tau-1 se nachazi mezi 100-370 residuem. Tato jednotka je zavisla
na funkci LBD a spolu s korespondujicimi koaktivatory a korepresory je
regulovana jeji transkripcni aktivita. Tau-5 se nachdzi mezi 360-528 residuem
(Claessens et al., 2008; Tan et al., 2015; He et al., 2000; Jaakelainen ez al., 2006;
Messner et al., 2020).

NTD
C— Zn—ﬁ' — Zn —C
/N N

P-Box D-Box CTE

Obrazek 2 Schématické zndzornéni zinkovych prstit P-boxu a D-boxu DNA vazebné domény. CtyFi
cysteinova residua zprostredkovavaji interakci se zinecnatymi ionty. NTD — N- terminadlni doména
DBD — DNA vazebna doména, LBD — ligand vazebna doména, CTE — C-terminalni extenze. Na
vlaknu predstavujici polypeptidovou sekvenci jsou jednopismenné zkratky aminokyselin. 1’ytvoreno

podle Claessens a Gewirth, 2004 v sofiwaru Biorender.
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DBD je nezbytna pro funkci androgenového receptoru. Podili se na jeho
dimerizaci a zprostfedkovava vazbu mezi vzniklym dimerem AR a specifickymi
motivy cilové DNA. Tato doména vytvafi motiv dvou zinkovych prstl, jejichz
struktura je stabilizovana pomoci cysteinovych residui. Prvni motiv zinkového
prstu se nachazi blize NTD, obsahuje tzv. P-box a je zodpoveédny za specificitu
vazby AR ku DNA sekvencim, tzv. ,,androgen response elements* (AREs). Druhy
motiv zinkového prstu se podili na dimerizaci AR pfes tzv. D-box (Lallous et al.,
2013; Marcelli et al., 2017; Heemers a Tindall, 2007; Jenster ef al., 1993; Messner
etal., 2020).

Dimer Hlava-Hlava

1. Zinkovy prst 2. Zinkovy prst
(N-Terminalni)

AGA A C A AGA A C A

Obrazek 3 Krystalova struktura dimeru Hlava-Hlava DNA vazebné domény androgenového receptoru
v kokrystalizaci s tisekem DNA (PDB ID: 1R41).
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Flexibilni region, zvany téz , hinge reigon®, je flexibilni linker mezi LBD
a DBD. Tento linker obsahuje motiv *?RKLKKLS** ktery se vaze na importin-o.
nuklearniho transportéru, ¢imz zprostiedkovava translokaci AR do jadra. V jadre
tento region interaguje s DBD, za uCelem rozpoznani AREs. Flexibilni region
kontroluje schopnost aktivace AR a zprostiedkovava jeho degradaci (Cutress et
al., 2008; Clinckemalie et al., 2012; Messner et al., 2020).

LBD je lokalizovana na C-konci AR. Sklada se z 11 B-helixt, které tvori
ligand-vazebnou kapsu. Konformacni zmény této kapsy vedou k vazbé
androgenového ligandu, ¢imz je zajisténa AF2. LBD vaze FXXLF motivy z NTD.
Déle je schopna rozpoznavat a vazat LXXLL motivy nachdzejici se na
koaktivatorech. Homodimerizace LBD-LBD je indukovana agonisty receptort
AR, coz je nezbytnym krokem ve spravné funkci AR (Dubbink et al., 2006;
Jaaskelainen ef al., 2006; Nadal ef al., 2017; Messner et al., 2020).

FXXLF motiv
Testosteron

Obrdazek 4 Krystalovad struktura ligand vazebné domény (LBD) v kokrystalizaci s testosteronem a peptidem
s FXXLF motivem (PDB ID: 1E3G).
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5.2.2 Mechanismus ucinku (draha)

Androgenovy receptor se fadi mezi steroidni jaderné receptory, jejichz
mechanismus je v principu shodny. Volny androgen je nepolarni, a proto snadno
prochazi buné¢nou membranou. Po vstupu do cytoplasmy se vaze na androgenovy
receptor. Androgenovy receptor v neaktivnim stavu je v cytoplasmé navazan
v komplexu s heat-shock proteiny (HSP90, 70 a 40). V tomto komplexu je AR
chranén pfed degradaci. Po navazani androgenu dochazi ke konformacnim
zménam AR vedoucim k disociaci HSP a nasledné vazbé HSP 27 spolu
s intramolekularni interakci mezi NTD a LBD. Komformaéni zmény mimo jiné
vedou k zpfistupnéni signalni sekvence, jenz umoziuje vstup molekuly AR do
jadra bunky. V jadre buiiky dochéazi k novym intermolekularnim interakcim mezi
DBD dvou AR monomert v aktivni konformaci. D-box regiony DBD vytvareji
dimer a P-box regiony rozpoznavaji AREs cilové DNA. Mezi AREs se tfadi par
kanonickych palindromickych sekvenci 5'-AGAACA-NNN-TGTTCT-3" ¢i AR
specifické dvou-hexamerni pfimé repetitivni sekvence 5'-AGAACA-NNN-
AGAACA-3". AR se rovnéz muze vazat na nekanonické AREs, i kdyz neni stale
jasné, zdali se tato vazba podili na regulaci exprese téchto gent. Po vazbé AR
mohou NTD oblasti AR homodimerd rovnéz zasahovat do regulace genové
expresse zprostiedkovanim vazby koregulacnich proteina (Vis a Schroder, 2009;
Chandrasekar et al., 2015; Brand a Dehm, 2013; Harris et al., 2009; Gao et al.,
2005; Marcelli et al., 2017; Azad et al., 2015; Velcheti et al., 2008; Centenera et
al., 2008; Dehm a Tindall, 2011; Messner et al., 2020).

Koregulacni proteiny ovliviluji transkripci pomoci zmén prostorové
struktury chromatinu, ovlivnénim stability receptor, zprostfedkovanim
jaderného transportu, ovlivnénim vazby na DNA a regulaci molekularnich
interakci. Mezi koaktivatory fadime ARA70, filamin A, SRC1, TIF2 ¢i P160. Tyto
proteiny stabilizuji vazbu androgenu do receptoru a ovliviiuji AF2. Mezi dalsi
transkripéni faktory ovliviiujici AR transkripéni aktivitu patii ETS, GATA,
FOXA1, NFB, Smad3 ¢ SRY. Korepresory transkripéni aktivity AR jsou
Calreticulin ¢i FOXO1, které znemoziuji vazbu AR na DNA ¢i pies vazbu do
NTD zablokuji vazebné misto pro koaktivatory (Heemers a Tindall, 2007,
Heinlein a Chang, 2002; Scher a Sawyers, 2005; Bedolla ez al., 2009; Mooso ef
al., 2012, Savoy et al.,2013; Savoy etal., 2015, Wang et al., 2007, He et al., 1999;
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Klocker et al., 1999; Foley et al., 2016; Obinata et al., 2017; Chan a Dehm, 2014;
Messner et al., 2020).

Posttranslacni modifikace jsou dalsi moznosti, jak ovlivnit aktivitu AR ¢i
proteinovou dynamiku v cytoplasmé nebo jadife. AR muze byt modifikovan na
vSech svych doménach. NTD obsahuje sekvencni motivy pro fosforylaci ¢i
SUMOylaci, DBD byva acetylovana a methylovana. Ubiquitinilace probiha na
LBD. Veskeré tyto modifikace maji vliv na funkci stabilitu a aktivitu AR za

ucelem zachovani homeostazy (Gioeli a Paschal, 2012; Messner et al., 2020).

Posledni moznosti regulace AR je ovlivnéni metabolismu testosteronu
ajeho konverze na dihydrotestosteron (Brand a Dehm, 2013; Messner et al.,

2020).

{:} Testosteron

v

L

NADPH
Sa-reduktasa
NADP+

DHT

\

Obrazek 5 Schématické znazornéni signalni transdukce androgenového receptoru po navazdni androgenu
(testosteron, DHT). Hsp — heat shock proteiny, AR — androgenovy receptor, DHT — dihydrotestosteron, AREs
elementy responzivni viici androgenu. V'ytvoreno podle Leung a Sadar, 2017 pomoci sofiwaru Biorender.
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5.2.3 Ligandy androgenového receptoru

5.2.3.1 Agonisté AR

Hlavnimi ligandy vystupujicimi coby agonisté androgenového receptoru jsou
testosteron a dihydrotestosteron. Mimo tyto endogenni ligandy vSak
s androgenovym receptorem mohou interagovat i mnohé dalsi latky. Mezi takové
latky fadime naptiklad enviromentalni chemikalie ¢i farmaceutika. Tyto latky se
mohou chovat jako agonisté nebo antagonisté. Mechanismus, kterym se
z agonisty stava antagonista, je stadle nejasny. Obsazenim aktivniho mista
receptoru blokuji jeho interakci s endogennimi hormony, a zaroveii moduluji
vazbu koaktivatorti nebo korepresort do transkripcniho komplexu. Pro agonisty
je nezbytna schopnost jiz pii nizkych koncentracich iniciovat interakci mezi NBD
a LBD. Oproti tomu drtiva vétSina antagonistd tuto interakci inhibuje. Diky
antagonistickym vlastnostem vi¢i AR se nékteré chemikalie (napf.
dikarboximidové fungicidy, linuron ¢i flutamid) mohou chovat toxicky.
U takovychto toxinu byl prokazan vliv na poruchy signalizace AR, které mohou
vést k mnohym nepfiznivym dusledkim, jako je syndrom necitlivosti na
androgeny nebo rakovina prostaty (Azhagiya Singam et al, 2019; Delfosse ez al.,
2015; Martinovic et al., 2008; Lambright ef al., 2000; Zacharia Sama, 2017,
Shtivelman et al., 2014; Matsumoto et al., 2013; Lonergan a Tindall, 2011; Shafi
et al., 2013; Davei a Grossman, 2016; Banerjee et al., 2018; Fujita a Nonomura,

2019; Newschaffer ez al., 2000).

(0]

Obrazek 6 Struktura testosteronu (1) a struktura dihydrotestosteronu (2).
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5.2.3.2 Androgeny

Androgeny jsou pohlavni hormony nepolarniho charakteru, ktera se podileji na
vyvoji muzského typu genitalu a sekundarnich pohlavnich znak. Jako prekurzor
pro biosyntézu androgent slouzi cholesterol. Samotna syntéza androgenti probiha
primarné v Leydigovych bunkach wvarlat. Mimo varlata jsou androgeny
produkovany ktrou nadledvin. Oba tyto organy jsou fizeny pomoci hypothalamu-
hypofyzarniho systému (Silbernagl a Despopoulos, 2004; Soronen ef al., 2004;
Sharifi et al., 2012). Mezi androgeny se fadi, testosteron (1), dihydrotestosteron
(2) a dehydroepiandrosteron (DHEA). Zatimco testosteron a dihydrotestosteron
vystupuji jako agonisté AR, DHEA se na AR nevaze a slouzi pouze jako substrat

pro syntézu testosteronu a DHT.

5.2.3.3 Steroidni antiandrogeny

Navrh struktury prvnich inhibitori AR vychazi ze struktury hlavnich agonistt
(testosteron, DHT). Prvnim objevenym antiandrogenem byl cyproteron (3), ktery
oproti testosteronu obsahuje navic 2 methylové skupiny v pozici 1 a 2, chlér
v pozici 6 a karbonylovou skupinu spolu s acetdtem v pozici 17 steranového jadra
(Jaaskelainen et al., 2006; Ioannis Avgeris et al., 2022). DalSimi antiandrogeny
jsou oxendolon, spironolacton (6), megestrol acetat (4). I pfes mozné vyuziti
v praxi jsou tyto latky limitovany skrz jejich schopnost se vazat i na zbylé
steroidni receptory (Ishizuka et al, 2022; Tan ef al., 2015, loannis Avgeris ef al.,
2022). Vyznamnym steroidnim antiandrogenem je abirateron (5), ktery se od roku
2011 vyuziva coby preparat pii 1é€bé rakoviny prostaty rezistentni na kastraci
(Potter ef al., 1995; Kluetz ef al., 2013, Toannis Avgeris et al., 2022). U tohoto
preparatu dochazi ke konverzi na 3-oxo-A*-abirateron, jez vykazuje vyssi afinitu
vuci originalni i mutantni formé AR nez samotny abirateron, enzalutamid ¢i
bicalutamid (Li ez al., 2015; Ioannis Avgeris ef al., 2022). Mezi antiandrogeny,
které momentalné€ prochézi klinickym testovanim, se dale fadi EM-5854 (8).
Podobné jako bicalutamid ¢i enzalutamid nese EM-5854 v pozici 17-
methylpyridin-N-oxid. Oproti nim vS§ak ma 40-105krat vyS$si inhibi¢ni schopnost
proliferace u Shionogiho bunék senzitivnich na androgen (Gauthier ef al., 2012;

Ioannis Avgeris et al., 2022).
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Obrazek 7 Struktury steroidnich antagonistii cyproteron (3), megesterol acetat (4), abirateron (5),
spironolakton (6), saponin OSW-1 (7), EM-5854 (8), SBF-1 (9)

Vyzkum antitumordznich antiandrogenti se mimo syntetické analogy
zameétuje také na steroidni glykosidy pfirodniho ptvodu. Mezi takové se radi
saponin OSW-1 (7), ktery vykazuje inhibi¢ni ucinky na proliferaci u riznych
nadorovych linii v kombinaci s nizkou toxicitou. Analogen saponinu OSW-1 je
synteticky SBF-1 (9), ktery vykazuje vyssi inhibi¢ni Uc¢inek (Elgeham ef al.,
2021).

Mimo inhibitory AR se mezi steroidni antiandrogeny fadi rovnéz AR
degradéry. Prvnim objevenym AR degradérem byl galeteron, jenz byl pavodné
navrzen coby inhibitor 17a-hydroxylasy/17,20-lyasy (CYP-17), av§ak béhem in-
vitro faze byl objeven i jeho farmakologicky ucinek prostfednictvim degradace
AR. Navzdory jeho velkému potencialu, klinické testovani galeteronu neuspélo
ve III. fazi, pravdépodobné skrz jeho nizky biologicky polocas rozpadu. (Njar
a Broodie et al., 2015, Kwegyir-Afful ez al., 2019; Purusthottamachar ez al., 2013;
Ioannis Avgeris et al., 2022). 1 ptes neuspéch galeteronu ve III. fazi klinického

byly vyvinuty jeho nové derivaty.

5.2.34 Nesteroidni antiandrogeny

Kromé antiandrogent steroidniho charakteru se vyzkum zaméfuje i na

antiandrogeny charakteru nesteroidniho, jejichz skupina je mnohem §irsi. Prvnim
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popsanym nesteroidnim antiandrogenem byl flutamid (10). Tato latka se stala
klicovou pro objeveni derivati hydantoninu nilutamidu a diarylpropionamidu
bicalutamidu (11) (Baker ef al., 1967, Raynaud et al., 1984; Furr at al., 1987,
Ioannis Avgeris et al., 2022). Diky nizké kfizové reaktivité s ostatnimi steroidnimi
receptory se tyto latky vyuzivaji jako preparaty prvni linie 1éCby brzké faze
rakoviny prostaty. V ptipadé neaspéchu pii 1é¢bé brzké faze rakoviny prostaty,
nesteroidni antiandrogeny prvni generace indukuji mutace v exonech kodujicich
LBD AR (T877A, W741L, W741C). Obzvlasté pii vyméne tryptofanového
residua za leucin, dochazi ke vzniku kapsy, do niz se vaze fenylovy postranni
fetézec R-biglutamidu, ¢imz AR zaujima agonistickou konformaci namisto
antagonistické. Tato zaména vede k vyvoji rezistence vuci terapii a progresi letalni
faze rakoviny prostaty rezistentni vaci kastraci (Bohl ez al., 2005; Toannis Avgeris

etal.,2022).

7 F \9 / 10

Obrazek 8 Struktury nesteroidnich antagonistii: flutamid (10), bicalutamid (11), enzalutamid (12),
apalutamid (13)

Kvili vySe zminénym komplikacim byly navrzeny nesteroidni
antiandrogeny druhé generace. Hlavnimi zastupci téchto latek jsou enzalutamid
(12) a apalutamid (13). Oproti prvni generaci obsahuji navic thiohydatoin.
Narozdil od bicalutamidu enzalutamid zabrariuje translokaci AR do jadra, inhibuje
vazbu AR na DNA ¢i koaktivatory. (Tran et al., 2009). I ptes to, ze se enzalutamid
pouziva coby klinicky preparat cileny na rezistentni formy rakoviny prostaty,
u mutantni varianty AR F876L vystupuje enzalutamid jako agonista (Joseph ez al.,
2013; Korpal et al., 2013; lIoannis Avgeris et al., 2022).
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Apalutamid coby strukturni analog enzalutamidu vykazuje stejné shodné
farmakologické vlastnosti jako enzalutamid, nicméné jeho biologicka ti¢innost je
vyS$$i skrz niz§i vaznost na plasmatické proteiny. Pro mutantni variantu AR F876
opét dochazi k rezistenci vici 1écbé, vlivem nadmérné exprese glukokortkoidniho
receptoru (GPR), pii které dochazi k bypasu blokady AR (Arora et al., 2013;
Joseph et al., 2013; Clegg et al., 2012; Ioannis Avgeris et al., 2022).

Mezi nesteroidni antiandrogeny druhé generace patii také Darolutamid,
jehoz struktura je odlisna. Darolutamid obsahuje smés dvou farmakologicky
odlisnych diastereomeri v poméru 1:1. Tato latka slouzi k 1é¢bé nemetastatické
rakoviny prostaty. Jedna se o vysokoafinitniho antagonistu AR, jenz podobné jako
enzalutamid ¢i apalutamid poskozuje testosteronem indukovanou translokaci AR.
Oproti ostatnim nesteroidnim antiandrogenim druhé generace je uCinny
1 v pfipadé mutantnich variant AR F876L a W741L (Moilanen et al., 2015; US
Food and Drug Administration, 2019; Ioannis Avgeris et al., 2022).

DalSimi nesteroidnimi antiandrogeny jsou VPCs, pyrivinium ¢i SKLB-
C2807. Potencial jejich vyuziti coby antantagonisti AR tkvi v jejich schopnosti
vazat se do DBD domény. Cilenim na DNA-vazebnou doménu AR tak obchaze;ji
mozny rozvoj resistence vuéi protinadorové terapii zpusobené mutaci LBD.
V pozdéjsi fazi vyvoje byly navic VPCs upraveny tak, aby se vazaly do D-boxu
DBD, ¢imz zabraiuji interakci AR s chromatinem (Li et al., 2013a; Li et al., 2014;
Xuetal., 2018; Dalal et al., 2018; Radaeva et al., 2021; Lim et al., 2014; Li et al.,
2013b; Ban ez al., 2021; loannis Avgeris ef al., 2022).

V ramci moderniho piistupu se pouzivaji i latky zvané PROTACy a dalsi
latky pfirodniho pivodu. Tyto ligandy jsou jiz strukturné odlisné a nevazi se do

LBD mista.

6 MATERIAL A POUZITE METODY

6.1 Chemicka c¢ast

6.1.1 Pouzité chemikalie

e Aceton (PENTA)
e Benzen (Sigma — Aldrich)
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6.1.2

Boc-L-alanin (Sigma-Aldrich)

Boc-L-fenylalanin (Sigma-Aldrich)
Boc-L-norvalin (Sigma-Aldrich)

Boc-L-leucin (Sigma-Aldrich)

Boc-L-glycin (Sigma-Aldrich)

Boc-L-methionin (Sigma-Aldrich)

Boc-L-isoleucin (Sigma-Aldrich)

Testosteron (z knihovny Miroslava Kvasnici, PhD.)
N,N'-Dicyklohexylkarbodiimid (DCC) (Sigma-Aldrich)
4-(Dimethylamino)pyridin (Sigma-Aldrich)
Cyklohexan (PENTA)

Ethylacetat (PENTA)

Ethanol (PENTA)

Dichlormetan (PENTA)

Silikagel Kieselgel 60 (Merck)

Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

Analytické vahy CPA225D (Santorius)

Hlinikové TLC desticky potahnuté silikagelem 60 W Fas4 (Merck)
Magneticka michacka s ohfevem RCT Basic IKAMAG (IKA)

Rotacni vakuova odparka (RVO) Hei-VAP Value (Heidoph)

UV lampa (Spectroline® E-Series)

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf (HPLC) s ELSD detektorem
(Waters)

Horkovzdusna pistole HL 1626S (Steinel)

NMR spektrometr INM-ECA 500 (JEOL)

Mmotnostnim spektrometrem Orbitrap Exactive Plus (Thermo Fisher

Scientific)
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6.1.2.1 Vseobecny postup pripravy esteru
Testosteron (50 mg, 0,173 mmol) byl smichan s ekvimolarnim mnozstvim N-Boc-
aminokyseliny (AK) a dimethylaminopyridinem (DMAP) (2 mg). Ziskana smé&s

byla rozpusténa v benzenu (5 ml). Béhem stalého michéani byl do roztoku ptidan

DCC (60 mg). Reakéni smés byla michana pfi laboratorni teploté po dobu 24
hodin (Obrazek 9).

Obrazek 9 Vseobecné schéma pripravy esterii z testosteronu.
6.1.2.2 VSeobecny postup zpracovani chemickych reakci

Po 24 hodinach byla pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC) pod UV lampou
zkontrolovana uspésnost reakce. Pomoci TLC byla také urCena mobilni faze pro
sloupcovou chromatografii (viz. vysledky). Reakce byla ukoncena ptidanim vody.
Nasledné byla reakéni smeés prefiltrovana ptes fritu. Rozpoustédla byla odparena
pomoci RVO. Po odpafeni rozpoustédla byla latka procisténa pomoci sloupcové

chromatografie. Precisténé latky byly lyofilizovany z t-butanolu.

6.1.2.3 Identifikace latek

NMR spektra byla ziskana pomoci spektrosmetru JEOL JIMNC-ECA 500 (JEOL,
Tokyo, Japonsko; 'H, 500 MHz, *C, 125 MHz) s vyuzitim 5mm JEOL Royal
sondy. Posuny 'H NMR a *C NMR byly kalibrovany pomoci tetramethylsilanu
(TMS, 'H =0 ppm) & nasledujicich solventd: CDC!? (1H &=7,27 ppm, *C
§=77,00 ppm) nebo DMSO-% ('H §=2,46 ppm, *C §=40,00 ppm). Chemické
posuny jsou vyjadfeny v ppm, interakéni konstanty (J) v Hz. Data byla
procesorovana pomoci analyzy prvniho fadu a zpracovana pomoci softwaru

ACD/NMR Processor Academic Edition (ver. 12.01).
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Vsechny vzorky byly méfeny vysoko-rozlisujicim hmotnostnim spektrometrem

Orbitrap Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific) s ionizaci elektrosprejem

metodou prfimého nastiiku.

6.2 Biologicka cast

6.2.1

6.2.2

Biologicky material

22Rv1 — lidska epitelialni bunécna linie karcinomu prostaty odvozena z
xenograftu, ktery byl sériové propagovan v mysich (ATCC)

BJ — lidské fibroblasty predkozky (ATCC)

C4-2 - izolovany z metastazy rakoviny prostaty pacienta v lymfatickych

uzlinach. (ATCC)

Pouzité chemikalie a roztoky

Aprotinin (Merck)

D6F11/krali¢i monoklonalni protilatka (Merck)

Dimetylsulfoxid (DMSO) pro bunééné kultury (PanReac AppliChem)
DMEM (Biowest)

DTT (Merck)

Etanol 96 % (Penta)

fAR (S81) — krali¢i monoklonalni protilatka (Merck)

Galeteron (Merck)

Hydrogenfosfore¢nan sodny dodekahydrat (PENTA, kat. ¢. 12340-
31000)

Kyselina etylenglykol-bis(2-aminoetyleter)-N, N, N’ N'-tetraoctova
(EGTA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E3889)

Leupetin (Merck)

Lyzaéni pufr RIPA (Merck)

MK-465 (z chemické knihovny Dr. Miroslava Kvasnici)

Na3;VO; (Merck)

Nkx.3.1 -D2Y 1A/kréli¢i monoklonarni protilatka (Cell Signaling)
Penicilin-streptomycin v 0,9 % NaCl, vhodny pro buné¢né kultury — 10
000 U-ml-1 penicilinu a 10 mg-ml-1 streptomycinu (Sigma-Aldrich, kat.
8. P4333)
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PMSF (Merck)

e PSA-DO6BI1/kralici monoklonalni protilatka (Cell Signaling)

e RAM - HPR-konjugovana praseci Ig proti krali¢i Ig (Cell Signaling)

e RPMI (Biowest)

e Sodna sul resazurinu (Sigma-Aldrich, kat. ¢. R7017)

e SWAR- HPR- konjugovana krali¢i Ig proti mysi (Cell Signaling)

e Trypsin, 25 g-1-1 v 0,9% roztoku, pro bunécné kultury (Sigma-Aldrich,
kat. ¢. T2600000)

e o-tubulin-DM1A/mysi monoklonalni protilatka (Merck)

e [-aktin-C4/myS§i monoklonalni protilatka (Santa Cruz Bioechnology)

6.2.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

e Analytické vahy KERN ABT 120-5DM (KERN)

e Autoklav MLS-3781L (Sanyo)

e Automatické pipety (Eppendorf)

e Blottovaci systém (Biorad)

e (CO; inkubator MCO-17AIC (Sanyo)

o Elektroforeticka vana (Biorad)

e Hluboko mrazici box New Brunswick Innova U535 (New Brunswick
Scientific)

e Lednice Liebherr FKvsl 5413 (Liebherr)

e Minicentrifuga MyFuge Mini (Benchmark Scientific)

e Mrazak Innova (Fagor)

e Multikanalova pipeta (Brand)

e (Odsavacka VACUSAFE (INTEGRA Biosciences)

e Pipetovaci nastavec accu-jet-pro (BrandTech Scientific)

e Reader mikrotitracnich desti¢ek Fluoroskan Ascent (Labsystems)

e Stolni centrifuga Heraeus Megafuge 16 (Thermo Fisher Scientific)

e Ultrazvukova vana VWR Ultrasonic Cleaner (VWR)
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6.2.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

6.2.4.1 Adherentni bunéc¢né linie

Z davodu pripadné kontaminace byla kultivacni nadoba s bunkami zkontrolovana
pod svételnym mikroskopem. V laminarnim boxu bylo za sterilnich podminek
odsato médium. Prisedlé buriky byly oplachnuty sterilnim roztokem EGTA, ktery
byl nasledné odsan. Po odsati roztoku EGTA byl do nadoby nanesen roztok
trypsin-EGTA. Nadoba byla prenesena do inkubatoru po dobu 5 minut. Pfidanim
roztoku EGTA coby chelatacniho cinidla byly vychytany vépenaté ionty.
Vapenaté ionty pusobi jako inhibitory trypsinu, ktery je zodpoveédny za degradaci
proteinll umoziujicich pfichyceni bunek ke sténé nadoby. Po inkubaci byl
v laminarnim boxu k buikdm pfidan 10% DMEM, ktery inhiboval Einnost
trypsinu pomoci vapenatych iontd. Uvolnéné buiky byly rozsuspendovany
pomoci pipety a pifeneseny do centrifugacni zkumavky. Zkumavka byla nasledné
centrifugovana po dobu 5 minut pii 1 000 rpm. Po zcentrifugovani byla zkumavka
prenesena do laminarniho boxu, kde byl odsan supernatant. Pelet usazeny na dné
zkumavky byl pomoci pipety rozsuspendovan v 10% DMEM. Vytvorena
suspenze byla rozdélena do novych kultivacnich nadob a doplnéna 10% DMEM
na objem 10 ml, aby bylo dosazeno celkového poméru bunék k médiu 1:3.
Kultivacni nadoby byly pfeneseny do inkubatoru. Pasadzovani bunék bylo

provadéno kazdé 3 dny.

6.2.4.2 Priprava experimentu pro testovani viability

Prvni kroky pfipravy experimentu byly stejné jako pfi pasazovani bunck.
Centrifugacni zkumavka byla po centrifugaci pfenesena do laminarniho boxu, kde
byl odsan supernatant. Pelet byl pomoci pipety rozsuspendovan v 5 ml 10%
DMEM. Z bunécné suspenze bylo odebrano 20 ul, které byly pfeneseny do
Biirkerovy komirky, pomoci niz byl pod svételnym mikroskopem stanoven pocet
bunék. Po vynasobeni 10 000 byl ziskan pocet bunék v 1 ml suspenze. Po
vynasobeni 5 byl ziskan celkovy pocet bunék v centrifugacni zkumavce. Pro
96jamkovou desticku byla bunééna suspenze nafedéna 10% DMEM na finalni
pocet 5 000 bunék v 80 pl média. Nafedéna bunécna suspenze byla pienesena do

96jamkové desticky pomoci multikanalové pipety. Poté bylo pod svételnym
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mikroskopem zkontrolovano rozmisténi a koncentrace bunék v jednotlivych

jamkach. Desticka byla inkubovana pies noc pii teploté 37 °C.

6.2.4.3 Priprava a aplikace syntetizovanych latek

Syntetizované latky (I — VII a referencni MK 495), byly rozpustény v DMSO, aby
vysledna koncentrace vytvofenych roztokli v 1,5 ml mikrozkumavce ¢inila
7,5 mmol 1", Z pfipravenych zasobnich roztokdi byla v laminarnim boxu
vytvorena koncentracni fada. Do laminarniho boxu byla prenesena 96jamkova
desticka s buiikami z ptfedchoziho dne. Pomoci multikanalové pipety bylo do
druhého sloupce piidano 20 pl destilované vody. Do tfettho az jedenactého
sloupce bylo pfeneseno v triplikatech 20 pl roztokt jednotlivych latek z predem
ptipravené koncentracni fady o trojkovém fedéni. Pfipravené roztoky byly
testovany v triplikatech, v 6 ruznych koncentracich. Nejvyssi testovana
koncentrace byla 50 pmol-1"! a nejniz&i 0,2 pmol-1"!. Desticky byly poté pieneseny
do inkubatoru a byly inkubovany po dobu 72 hodin.

6.2.4.4 Stanoveni viability bunék pomoci resazurinu

Pro stanoveni zivotaschopnosti bunék se bézné€ vyuziva redoxni barvivo resazurin.
Po prichodu pfes membranu je resazurin v cytosolu zivych bunék metabolizovan
na resofurin a dihydroresofurin. Béhem této metabolické premény prechazi
resazurin z oxidované modré formy na redukovanou cCervenou, kterd ma

schopnost fluorescence.

Po 72 hodinach byla z divodu pfipadné kontaminace 96jamkova desticka
s burikami zkontrolovana pod svételnym mikroskopem. V laminarnim boxu bylo
do jamek desticCky pomoci multikanalové pipety pfiddno 10 pl resazurinu
(125 pg'ml™). Desti¢ka byla v inkubatoru inkubovana po dobu 3 hodin. Po
tithodinové inkubaci byla desticka zméfena na fluorescencnim readeru
mikrotitranich desticek pii hodnotach 544/590 nm. Ze ziskanych hodnot byla

stanovena hodnota inhibicni aktivity ICso pro jednotlivé latky v programu Origin.

6.2.4.5 Priprava bunék pro analyzu signalizace AR

Bunky 22Rv1 kultivované v 10% RPMI médiu byly nasazeny do 10 mm Petriho
misek. Po jednodenni inkubaci bylo RPMI médium odsato a buiky byly
oplachnuty roztokem PBS. Po odsati PBS bylo do misek naneseno 10 ml RPMI
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s 10% CSS média stestovanymi latkami. Coz umozni vypnuti androgenni
signalizace — uvolnéni vazebnych mist v LBD. Latky III, IV a V se fedily na
koncentraci 7,5 pmol-1" a 15 umol1'. Galeteron a MK465 se fedily na
koncentraci 10 umol 1" Pro sledovani antagonistického modu bylo do média
pfidano R1881 (finalni koncentrace 1 nM). Ovlivnéné buiky byly inkubovéany

ptes noc a nasledné byly sklizeny.

6.2.4.6 Zpracovani bunécného lyzatu pro SDS-PAGE

Bunky v Petriho miskéach byly sklizeny pomoci plastové Skrabky. Pro dokonalejsi
sklizeni byla miska promyvana roztokem PBS. Buiiky byly sklizeny do zkumavky
a nasledné dvakrat centrifugovany a promyvany pomoci PBS. Po poslednim
promyti byl supernatant odsan a zamrazen a ke zbylému peletu ve zkumavce byl
pfidan lyzacni pufr RIPA obsahujici PMSF, DTT, Na3VOs. leupetin a aprotinin.
Po rozsuspendovani peletu v lyza¢nim pufru byly vzorky podrobeny sonikaci
ultrazvukem na ledu po dobu 10 sekund s 30 % amplitudou. Rozpusténé proteiny
byly ziskany pomoci centrifugace pti 14 000 g po dobu 30 minut. Po centrifugaci
byly koncentrace proteind v jednotlivych vzorcich zméfeny a nasledné
sjednoceny. Poté byla zahajena denaturace proteini pridanim dodecylsulfatu
sodného (SDS) a merkaptoetanolu. Po pfidani SDS pufru byly vzorky povareny
v termobloku po dobu 5 minut 95°C.

6.2.4.7 SDS-PAGE

Pro elektroforetickou separaci byly vzorky spolu s kontrolnim vzorkem
a markerem molekulové hmotnosti naneseny do jamek v polyakrylamidovém gelu
(10%). Nasledné byla provedena elektroforéza pii napéti 120 V, dokud zona
bromfenolové modfi nepfesla ze zaostiovaciho gelu do gelu déliciho. Poté bylo

napéti zvySeno na 200 V.

6.2.4.8 Imunoblotting

Po skonceni elektroforetické separace byl gel pfenesen na
nitrocelulosovou membranu a pomoci blotovaciho systému Biorad vyuzivajiciho
elektrotransferu byly proteiny preblotovany na membranu. Membrany byly
nasledné obarveny v roztoku ponceau za ucelem vizualizace proteinti. Ze suchych
membran bylo vyfiznuto Sest oblasti s proteiny pro naslednou imunodetekci: 140—

70 kDa pro detekci celkového AR, 140-70 kDa pro detekci pARS81, 60-40 kDa
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pro detekci a-tubulinu, 50-35 kDa pro detekci B-aktinu, 40-30 kDa pro detekci
PSA a40-35 kDa pro detekci Nkx.3.1. Membrany byly odbarveny roztokem TBS.
Za ucelem zablokovani nespecifickych vazebnych mist byly membrany ponoteny
na 1 hodinu do blokovaciho roztoku obsahujici BSA (5% BSA rozpusténé
v 1xTBS 5 0,1 % Tween 20). Vyfiznuté ¢asti membrany byly oplachnuty roztokem
TBS.

Nasledné byly na membrany naneseny primarni protilatky. Membrany
byly uchovany pres noc v krabicce s vodou ulozené v lednici. Pro promyti
membran od nenavazané protilatky byl pouzit roztok TBS a poté roztok TBS s
Tweenem pro omyti nespecificky navazanych protilatek. Po promyti byly na
membrany naneseny sekundarni protilatky s navéazanou kfenovou peroxidasou.
Membrany byly inkubovany pfiblizné 60 minut pii laboratorni teploté. Poté byly
membrany opét promyty v roztocich TBS a TBS s Tweenem. Osusené membrany
byly pfevrstveny roztokem detekéni smési ECL west piko substrate therma
(luminol:peroxid, 1:1). Po Sminutové inkubaci néasledovala chemiluminiscencni
analyza ve vyvolavacim pfistroji s kamerou. Kfenova peroxidasa oxiduje substrat
luminol za soucasného generovani chemiluminiscencniho zareni zaznamenaného

ve vyvolavacim pfistroji pomoci CCD kamery.

7 VYSLEDKY

7.1 Chemicka c¢ast

V ramci chemické ¢asti této bakalarské prace bylo pomoci jednostupriové
syntézy piipraveno a identifikovano celkem 7 latek. U téchto latek byl nasledné
v biologické Casti testovan jejich cytotoxicky vliv na prostatickych nadorovych
liniich. Nasledné byly vybrany 3 latky s nejnizs§i hodnotou ICso, u kterych byl poté
testovan jejich vliv na signalizaci androgenniho receptoru. Syntetizované latky
obsahovaly na D kruhu na C-17 nepolarni aminokyselinu chranénou na dusiku
Boc skupinou. Jednotlivé latky se mezi sebou li§i v druhu navazané

aminokyseliny.

7.1.1 Priprava esteru

Podle vseobecného postupu pro piipravu estert bylo syntetizovano celkem

7 latek. Amino skupina aminokyselin je chranénd promoci Boc skupiny. Pro
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syntézu byly pouzité glycin, L-alanin, L-fenylalanin, L-norvalin, L-leucin, L-

izoleucin a L-methionin.

Ester s Boc-glycinem I
Podle vSeobecného postupu byla piipravena latka I ve formé bilého prasku. Byla
pouzita mobilni faze 25 % ethylacetatu v cyklohexanu. Hmotnost ziskané latky

¢inila 65 mg (84 %).

3-Oxoandrost-4-en-17b-yl N-(t-butoxykarbonyl)glycinat (I): 'H NMR (500 MHz,
CDCIs) 6 (ppm): 0,81 (s, 3H, CH); 1,17 (s, 3H, CH:); 1,42 (s, 9H, 3xCH;); 2,00
(ddd, 1H, J = 13,1, 4,9, 3,1 Hz); 2,16 (m, 1H); 2,26 (m, 1H); 2,32-2.43 (m, 3H);
3,83-3,92 (m, 2H, CH,N); 4,64 (dd, 1H, J = 9,0, 8,1 Hz, H-17a); 5,06 (m, 1H,
NH); 5,70 (s, 1H, H-4). *C-NMR (125 MHz, CDCl;) é (ppm): 11,90; 17,28; 20,37,
23,34;27,28; 28,22 (3xC); 31,34;32,60; 33,81; 35,23; 35,57, 36,42; 38,48; 42,37,
42.,49; 50,03; 53,53, 79,77, 83,31; 123,84; 155,61; 170,27, 170,81; 199,37. HRMS
vypocteno pro C,H;NOs[M+H]*": 446,2906; nalezeno 446,2901.

Ester s Boc-L-alaninem 11
Podle vseobecného postupu byla pfipravena latka II ve formeé bilého prasku. Byla
pouzita mobilni faze 25 % ethylacetatu v cyklohexanu. Hmotnost ziskané latky

¢inila 61 mg (77 %).

3-Oxoandrost-4-en-17b-yl N-(z-butoxykarbonyl)-L-alaninat (II): 'H NMR (500
MHz, CDCls) & (ppm): 0,83 (s, 3H, CH;); 1,18 (s, 3H, CH); 1,38 (d, 3H, ] =7,0
Hz, CH;); 1,43 (s, 9H, 3xCH5); 2,01 (ddd, 1H, J = 13,1, 4,9, 3,1 Hz); 2,16 (m, 1H);
2,28 (m, 1H); 2,34-2,44 (m, 3H); 4,30 (m, 1H, CHN); 4,66 (dd, 1H, J =9,2, 7,9
Hz, H-17a); 5,07 (bd, 1H, J = 7,3 Hz, NH); 5,72 (s, 1H, H-4). *C-NMR (125
MHz, CDCls) & (ppm): 11,98; 17,32; 18,97; 20,41; 23,37; 27,22; 28,28 (3xC);
31,37, 32,64; 33,85; 35,29; 35,62; 36,50; 38,51; 42,64; 49,24; 50,09; 53,56, 79,65,
83,10; 123,91; 155,01; 170,82; 173,32; 199,40. HRMS vypocteno pro C»H,NOs
[M+H]": 460,3063; nalezeno 460,3050.

Ester s Boc-L-norvalinem IT1

Podle v§eobecného postupu byla piipravena latka III ve formé bilého prasku. Byla
pouzita mobilni faze 25 % ethylacetatu v cyklohexanu. Hmotnost ziskané latky

¢inila 72mg (85 %).
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3-Oxoandrost-4-en-17b-yl N-(¢-butoxykarbonyl)-L-norvalinat (IIT): 'H NMR
(500 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 0,82 (s, 3H, CH;); 0,91 (d, 3H, J =72 Hz, CH;); 1,16
(s, 3H, CH;); 1,41 (s, 9H, 3xCH;); 2,00 (m, 1H); 2,15 (m, 1H); 2,25 (m, 1H); 2,29-
2,43 (m, 3H); 4,26 (m, 1H, CHN); 4,63 (t, 1H, J = 8,6 Hz, H-17a); 5,03 (d, 1H, J
= 8,3 Hz, NH); 5,70 (s, 1H, H-4). "C-NMR (125 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 11,98;
13,66, 17,27; 18,46; 20,39; 23,35, 27,25, 28,23 (3xC); 31,32; 32,60; 33,81; 34,95;
35,23; 35,57, 36,46, 38,47, 42,50; 50,03; 53,27; 53,53; 79,54; 83,09; 123.86;
155,24; 170,76; 172,87, 199,32. HRMS vypocteno pro C,H.sNOs [M+H]"
488,3376; nalezeno 488,3372.
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Ester s Boc-L-fenylalaninem IV

Podle v§eobecného postupu byla pripravena latka IV ve formé bilého prasku. Byla
pouzita mobilni faze 25 % ethylacetatu v cyklohexanu. Hmotnost ziskané latky

¢inila 70 mg (76 %).

3-Oxoandrost-4-en-17b-yl N-(z-butoxykarbonyl)-L-fenylalaninat (IV): 'H NMR
(500 MHz, CDCl;) & (ppm): 0,77 (s, 3H, CH:); 1,19 (s, 3H, CH;); 1,42 (s, 9H,
3xCH:); 2,03 (ddd, 1H, J = 13,0, 4,9, 3,1 Hz); 2,18 (m, 1H); 2,28 (m, 1H); 2,32-
2,46 (m, 3H); 3.03-3.13 (m, 2H); 4,56-4,60 (m, 2H, H-17a, CHN); 5,00 (d, 1H, J
= 8,6 Hz, NH); 5,73 (s, 1H, H-4); 7,15 (d, 2H, J = 7.3 Hz, 2xH.,); 7,24 (m, 1H,
Ha.); 7,29 (m, 2H, 2xH,,). "C-NMR (125 MHz, CDCIls) & (ppm): 11,90; 17,28;
20,33; 23,37, 27,35; 28,21 (3xC); 31,33;32,59; 33,82; 35,19; 35,58, 36,35; 38,48;
38,50; 42,33; 49,97, 53,54; 54,38; 79,70; 83,52; 123,86; 126,85; 128,42 (2xC);
129,22 (2xC); 135,99; 154,94; 170,81; 171,85; 199,37. HRMS vypocteno pro
C;;HysNO;s [M+H]*: 536,3376; nalezeno 536,3372.

Ester s Boc-L-isoleucinem V

Podle vseobecného postupu byla pripravena latka V ve formeé bilého prasku. Byla
pouzita mobilni faze 30 % ethylacetatu v cyklohexanu. Hmotnost ziskané latky

¢inila 74 mg (85 %).

3-Oxoandrost-4-en-17b-yl N-(z-butoxykarbonyl)-L-isoleucinat (V): 'H NMR (500
MHz, CDCl;) § (ppm): 0,82 (s, 3H, CH,); 0,898 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CH); 0,904
(t, 3H, ] = 7,0 Hz, CH,); 1,16 (s, 3H, CH:); 1,41 (s, 9H, 3xCH,); 1,99 (ddd, 1H, J
=13,0, 4,7, 3,1 Hz); 2,17 (m, 1H); 2,25 (m, 1H); 2,28-2,43 (m, 3H); 4,25 (dd, 1H,
J =89, 4,6 Hz, CHN); 4,61 (t, 1H, J = 8,6 Hz, H-170); 5,06 (d, 1H, J = 9,2 Hz,
NH); 5,70 (s, 1H, H-4). "C-NMR (125 MHz, CDCl;) § (ppm): 11,65; 12,08; 15,45,
17,26; 20,39; 23,37, 24,96; 27,30; 28,22 (3xC); 31,30; 32,58; 33,80; 35,21; 35,56;
36,47; 38,09: 38.46: 42.36; 49,97: 53.54: 57.77; 79,51; 83,26: 123,84: 15545:
170,76, 172,18, 199,31. HRMS vypodteno pro CyH,NOs [M+H]": 502,3532;
nalezeno 502,3528.

Ester s Boc-L-leucinem VI
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Podle v§eobecného postupu byla pripravena latka VI ve formé bilého prasku. Byla
pouzita mobilni faze 30 % ethylacetatu v cyklohexanu. Hmotnost ziskané latky

¢inila 70 mg (80 %)

3-Oxoandrost-4-en-17b-yl N-(¢-butoxykarbonyl)-L-leucinat (VI): 'H NMR (500
MHz, CDCl;) 6 (ppm): 0,82 (s, 3H, CH;); 0,93 (d, 6H, J = 6,4 Hz, 2xCHs); 1,16
(s, 3H, CH;); 1,41 (s, 9H, 3xCH;); 2.00 (m, 1H); 2,16 (m, 1H); 2,25 (m, 1H); 2,29-
2,43 (m, 3H); 4,27 (m, 1H, CHN); 4,60 (t, 1H, J = 8,6 Hz, H-17a); 4,94 (d, 1H, J
= 8,9 Hz, NH); 5,70 (s, 1H, H-4). "C-NMR (125 MHz, CDCl;) 6 (ppm): 12,00;
17,27, 20,39; 22,01; 22,68; 23,37, 24,74; 27,28, 28,23 (3xC); 31,33; 32,60; 33,81;
35,23; 35,57; 36,46, 38,47; 42,08; 42,46; 50,02; 52,09; 53,54; 79,56; 83,13;
123,85; 155,24; 170,78; 173,39; 199,33. HRMS vypocteno pro Cs;HiNOs
[M+H]": 502,3532; nalezeno 502,3526.

Ester s Boc-L-methioninem VII

Podle v§eobecného postupu byla pripravena latka VI ve formé bilého prasku. Byla
pouzita mobilni faze 30 % ethylacetatu v cyklohexanu. Hmotnost ziskané latky

¢inila 80 mg (88 %).

3-Oxoandrost-4-en-17b-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-methioninat (VII): 'H NMR
(500 MHz, CDCL,) § (ppm): 0,83 (s, 3H, CH,); 1,16 (s, 3H, CH,); 1,42 (s, 9H,
3xCH,); 2,00 (m, 1H); 2,08 (s, 3H, SCH.); 2,16 (m, 1H); 2,25 (m, 1H); 2,28-2,43
(m, 3H); 2,47-2,57 (m, 2H, SCH,); 4,38 (m, 1H, CHN); 4,63 (t, 1H, J = 8,6 Hz,
H-17a); 5,16 (d, 1H, J = 8,3 Hz, NH); 5,70 (s, 1H, H-4). "C-NMR (125 MHz,
CDCl,) & (ppm): 12,05; 15,38, 17,27, 20,36; 23,35; 27,24; 28,20 (3xC); 29,85;
31,30: 32,38: 32.57: 33,80: 35.21: 35,56: 36,50; 38,46: 42.49: 49,99: 52.78: 53,51:
79,79; 83,47, 123,86; 155,21; 170,71; 172,18, 199,31. HRMS vypoéteno pro
C,HisNOsS [M+H]*: 520,3097; nalezeno 520,3094.
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Obrazek 10 Estery testosteronu s N-Boc-L — aminokyselinami pripravené podle vseobecného
postupu. (I) ester s N-Boc -L-glycinem, (Il) ester s N-Boc -L-alaninem, (IIl) ester s N-Boc -L-norvalinem,
V) ester s N-Boc -L-fenylalaninem, (V) ester s N-Boc -L-isoleucinem, (VI) ester s N-Boc -L-leucinem, (VII)
ester s N-Boc -L-methionimen

7.2 Biologicka cast

7.2.1 Hodnoceni cytotoxity pripravenych derivatu

V ramci biologické ¢asti byl testovan vliv pfipravenych konjugata testosteronu na
cytotoxicitu na lidskych fibroblastech predkozky (BJ) a prostatickych nadorovych
liniich 22Rv1 a C4-2. Stanoveni miry cytotoxicity pfipravenych konjugatt bylo
pomoci resazurinu. Buriky byly ovlivnény s testovanymi derivaty po dobu
72 hodin. Hodnoty ICso pro jednotlivé latky byly stanoveny na zakladé testovani
ve tiech nezéavislych opakovanich. Syntetizované latky byly mnohem ucinngjsi

vuci prostatické nadorové linii 22Rv1. Z naméfenych hodnot pro obé nadorové
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linie vyplyva, Ze nejucinngjsi latky jsou III, IV a V. Naopak nejméné ucinnou
latkou byla I — testosteronovy derivat s navazanym glycinem. Tyto tfi latky byly
pouzity pro naslednou charakterizaci z hlediska ovlivnéni transkripcni aktivity
AR.

Tabulka 1Vysledné hodnoty IC50 (umol‘l-1) ziskané po 72hodinové inkubaci bunécnych linii 22Rv1, C4-1
a BJ s namérenymi ldatkami.

Latky Bunééna linie (IC50)

22Rv1 C4-2 BJ

I 18,6 £2,1 36,0+ 0,1 >50

I 179+1,9 352+33 >50
I 87+1,3 19,7+£0,2 48,11 +0,16

v 6,8 +0,2 20,7+ 1,6 >50

\Y% 72+2,1 17,8+ 5,6 >50

VI 9,5+3,.2 22,5+4,0 >50
Vil 9,0+25 28,5+5,0 4935+ 31,47

MK465 9,9+272 34,0+ 6,9 >50

7.2.2 Hodnoceni signalizace androgenového receptoru

U nejucinngjSich latek z méfeni cytotoxicity (III, IV a V) byl pomoci
imunoblottingu zkouman jejich vliv na signalizaci AR. Deprivované buiiky od
androgenu maji vypnutou androgenovou signalizaci. Androgenovy receptor se
pravdépodobné nachézi v cytosolu v komplexu s HSP. Ten neni lokalizovan
v jadfe na chromatinu, kde by aktivoval transkripci podiizenych gent. Po piidani
metribolonu doslo k opétovnému narustu hladiny AR 1 podfizenych proteinovych
produktt gent (PSA a Nkx 3.1.), z Cehoz se da predpokladat vyskyt aktivniho AR

v jadfe na chromatinu a op€tovna exprese podiizenych genu.

Na zakladé snimk pofizenych pomoci CCD kamery (obrazek 11)
vyplyva, ze vSechny zkoumané latky maji antagonisticky ucinek vici AR.
Zaznamenané koncentracné zavislé poklesy na urovni AR (Fosfo ARS81) ana
urovni podiizenych genli (bandy PSA, Nkx3.1.) dokazuji, ze se jedna
o antagonisty, ktefi jsou schopni kompetice s R1881 o vazebné misto v LBD. Byla
tak prokazana jejich schopnost se vazat na AR a tim ovliviiovat jeho transkripcni
aktivitu s jeho celou signalizaci. Sjednocenost koncentrace celkovych proteina ve

vzorcich dokazovaly bandy pro a-tubulin a pro f-aktin. Miizeme také pozorovat
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koncentracni pokles v PSA a NKx 3.1., vlivem zvySené koncentrace latek IIL, IV,

aVv.
: RI1881 (1 nM) |
| q |
“w 2
2 F VIR
O O MHaIlb IVaIVb Va Vb § g s}

-'------.-’ AR- full lenght — 110kDa
- . - [ . - . N . AR- sestiihova varianta — 80 kDa

Fosfo AR serin — 110 kDa

S ———— 0~ tubulin — 52 kDa

-

B- aktin — 42 kDa
- W% w» PSA-35kDa
- - o s Nkx3.1-35kDa

Obrazek 11  Chemiluminiscencni zdznam imunodetekce vybranych proteinii bunécné linie 22RV’1 v CSS
médiu po ovlivnéni vybranymi latkami o finalni koncentraci a — 7,5 umol 'l_], b — 15 umol 'l_], galeteronem
a latkou MK465 o finalni koncentraci 10 umol I AR androgenovy receptor, PSA — prostaticky specificky
antigen, Nkx 3.1.- homeobox doména.
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8 DISKUZE

V soucasné dobé 1ze rakovinu prostaty ¢aste¢né 1€cit chirurgickym odstranénim
prostaty, radioterapii, brachyterapii, hormonéalnimi terapiemi (androgen
deprivacni terapie) nebo pomoci chemoterapii. V ramci chemické cesty
protinadorové terapie se uplatiluji preparaty, které cili na signalni drahu AR.
Signalni drahu AR lze ovlivnit blokaci vlastnosti gonadotropini indukovat
syntézu testosteronu ve varlatech, inhibici enzymil zodpovédnych za syntézu
androgentl, zamezeni premeény testosteronu na dihydrotestosteron nebo cilenim na

samotny receptor. Tyto latky jsou vétSinou antagonisté.

Jednim z mnoha perspektivnich antagonisti je galeteron a jeho derivaty. Hodnota
ICso galeteronu pro nadorovou linii 22Rv1 ¢ini 37.8 £ 0.7 uM (Jorda et al., 2019;).
Na bunécné linii 22Rv1 byla také métena hodnota ICso pro syntetizované latky (I-
VII). Po porovnani hodnot mezi sebou, miizeme fict, ze pfipravené estery maji
mnohem niz8i hodnoty ICsonez galeteron. Jorda et al. (2019) ptipravili dalsi nové
derivaty odvozené od galeteronu pomoci kondenzace steranového jadra s riznymi
aromatickymi heterocykly, které byly rovnéz testovany =z hlediska jejich
biologické aktivity (obrazek 12). Vétsina derivatd vykazovala hodnoty ICso
v rozmezi desitek mikromolarnich. Tyto hodnoty jsou nizsi nebo velmi podobné
hodnotam latek IIL, IV a V. Pii sledovani vlivu latek na transkripéni aktivitu AR
podfizenych gent navic latky 3f, 3h and 3e vykazovaly obdobny negativni uCinek
na expresi Nkx3.1 jako samotny galeteron a syntetizované latky III, IVa V.

3h

Obrdazek 12 Latky odvozené od galeteronu (Jorda et al., 2019).
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Mimo derivaty s azacykly byly rovnéz pfipraveny i latky s rdznymi
arylkarbamoylovymi skupinami na uhliku C17 (Cortés-Benitez e al., 2016). Dva
z ptipravenych derivati (obrazek 13) (6g, 6f) navic vykazovaly vyssi inhibicni
ucinek na rast LNCaP bunécné linie v porovnani s komercné dostupnymi 1écivy
(finasterid, flutamid, ketokonazol). Obé tyto latky vykazovaly rovnéz vyrazny
inhibi¢ni uc¢inek u linie PC3, coz naznacuje jejich nezavisly antiproliferacni
Gi¢inek na androgenu. Zadna z testovanych latek navic nevykazovala vyrazngjsi

cytotoxicky ucinek.

CF3

Obrazek 13 Latky s arylkarbamoylovymi skupinami na uhliku C17 (6g, 6f) (Cortés-Benitez et al., 2016).

Shi et al. (2018) vyuzili studie SAR pro determinaci potencialnich
kandidatd coby novych steroidnich pyridind odvozenych od abirateronu. Studie
rovnéz odhalila vys$§i potencialni afinitu ligandd v pfipadé vazby
heterocyklického kruhu na pozici 4 pyridinového kruhu. Nejlepsi kandidatni
molekula se mezi v§emi testovanymi projevila vyznamnym zastavenim rustu proti
vSem testovanym rakovinnym burikam, zejména bunék PC-3 s hodnotou ICso
1,55 uM. Dalsi mechanistické studie ukazaly, ze tato nejucinngjsi sloucenina
inhibuje tvorbu kolonii, migraci a uvolnéni bunék PC-3 ztkani a indukuje
apoptézu bunék PC-3, pravdépodobné prostrednictvim mitochondrialné
souvisejicich apoptotickych drah. Aktivace kaspazy-3/-9 a PARP nakonec vedla k
apoptoze bune¢k PC-3. Pro androgen-senzitivni (AR+) bunécnou linii rakoviny
prostaty LNCaP byla nejucinnéj§i slouCenina méné uUcinna nez abirateron,
s hodnotami ICso 8,48 uM a 3,29 uM. Tato nejucinnéjsi sloucenina by mohla
slouzit jako vychozi bod pro vyvoj novych steroidnich heterocykli s vyssi
anticancerogenni ucinnosti a selektivitou. Syntetizované steroidni pyridiny
obsahuji funkéni skupiny -OEt a CN, které by mohly byt dale modifikovany praveé

nepolarnimi L-aminokyselinami pro rozsifeni steroidni knihovny.
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AcO

Obrdazek 14 Schéma struktury novych steroidnich pyridinii odvozenych od abirateronu se subatituci na pozici
4 pyridinového kruhu (Shi et al., 2018)

Pro zjisténi, zdali dochazi k metabolizaci syntetizovanych ligandt, bylo
pouzito molekularniho dockovéani do enzymu Sa-reduktasy kokrystalizovaného
s NADP, produktem reakce, a finasteridem (PDB ID: 3G1R; Drury et al., 2009).

Pro dockovéani byly vybrany ligandy s nejnizsimi hodnotami ICso.

Enzym Sa-reduktasa se podili na redukci testosteronu na DHT, ktery ma
vyssi afinitu vici AR. Ze ziskanych poz ligandu ve struktufe proteinu je patrné,
ze se ligandy vazou do stejného mista jako finasterid, kompetitivni inhibitor
tohoto enzymu s dusikem v pozici 4 A kruhu. Oproti finasteridu vSak dochazi
k posunu ligandi do aktivniho mista blize k nikotinamidu NADP (Obrazek 15, 16
a 17). Z toho lze vyvodit, ze zkoumané ligandy mohou timto enzymem byt

redukovany.

Potencialni redukce liganda by mohla podobné jako v pfipadeé testosteronu
zvy§it afinitu zkoumanych liganda vici androgenovému receptoru. Pro potvrzeni
této hypotézy by vSak bylo nutné pfipravit analoga ligandd s DHT. Druhou
moznosti by pak byla izolace Sa-reduktasy ¢i exprese rekombinantniho enzymu

s naslednym méfenim substratové specificity.
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Obrazek 15 . Docking ligandu Il (zelena) do struktury lidské So-reduktasy kokrystalizované s NADP
a kompetitivnim inhibitorem finasteridem (modrd, PDB ID: 3GIR). Poza ligandu byla vybrana na zdkladé
nejlepsi vazebné energie (dG = -9,7 kJ/mol).

Obrazek 16 Docking ligandu IV (tyrkysova) do struktury lidské So-reduktasy kokrystalizované s NADP
a kompetitivnim inhibitorem finasteridem (modrd, PDB ID: 3GIR). Poza ligandu byla vybrana na zdkladé
nejlepsi vazebné energie (dG = -10,6 kJ/mol).
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Obrazek 17Docking ligandu 1V (fialovd) do struktury lidské So-reduktasy kokrystalizované s NADP
a kompetitivnim inhibitorem finasteridem (modrd, PDB ID: 3GIR). Poza ligandu byla vybrana na zdkladé
nejlepsi vazebné energie (dG = -10,1 kJ/mol).
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9 ZAVER

Béhem této bakalarské prace bylo syntetizovano, identifikovano a vypurifikovano
celkem 7 latek obsahujici na 17. uhliku D kruhu testosteronu aminokyselinu
chranénou Boc skupinou. Pro syntézy byly pouzity: Boc-L-alanin, Boc-L-glycin,
Boc-L-norvalin, Boc-L-leucin, Boc-L-isoleucin, Boc-L-methionin. Na
nadorovych liniich Rv21, C4-2 a na lidskych fibroblastech pfedkozky byla
pozorovana jejich biologicka aktivita.

Nejnizsi hodnoty ICso byly pozorovany na bunécné linii 22Rv1. Na
lidskych fibroblastech predkozky nebyly pozorovany u vétSiny latek zadné
cytotoxické ucinky. Nejucinnéjsi latky byly III — ester s Boc-L-norvalinem, IV —
ester s Boc-L-fenylalaninem, V — ester s Boc-L-isoleucinem.

U téchto tfi latek byl zkoumam vliv na signalizaci androgenového
receprotu. Z vysledki testd vyplyva, ze piipadé vSech tii latek se jedna

0 antagonisty.
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