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Suhrn

Brassinosteroidy su fytohormony esencialne pre spravny rast a vyvoj rastlin. Okrem
toho bol zisteny ich antiviralny, antioxida¢ny a neuroprotektivny ucinok v zivocisnych
bunkach. Taktiez bol pozorovany ich antiproliferatny a antiangiogénny ucinok
v nadorovych bunkovych liniach bez vplyvu v normalnych bunkach. Ich mechanizmus
poOsobenia v zivoc¢iSnych bunkéch nie je znamy. Na zéklade vysledkov predchadzajicej
Studie, ktord poukazuje na zaujimava biologicku aktivitu aminokyselinového derivatu
BR4848, bolo vramci bakalarskej prace pripravenych a popisanych 20 derivatov
s aminokyselinami, ktoré zahfnali alanin, valin, fenylalanin, leucin a metionin
v konfiguracii D a L, a hydroxylové skupiny na steroidnom skelete v konfiguracii o alebo
B na C-2 a C-3. Potencidlny antiproliferacny ti¢inok bol testovany v koncentraciach 50; 16;
5,6; 1,9; 0,6 20,2 umol-I" v bunkovych liniach HeLa, K-562 a l'udskych fibroblastoch BJ.
Testovanie prebiehalo v triplikate, z ktorého bola stanovena priemerna hodnota 1Cs.
Zaucelom detailnejSieho S$tadia vidzby brassinosteroidov na receptor bol vybrany
a nésledne modifikovany najaktivnejsi testovany derivat prostrednictvom fluorescencnej
znatky BODIPY TR. Pomocou fluorescencného mikroskopu bol v bunkovych liniach
HelLa a BJ pozorovany transport derivatu s BODIPY TR a derivatu s NBD cez plazmaticka
membranu, do cytosolu a jadra buniek, a bola stanovend ich hodnota ICsg Derivat
s BODIPY TR vykazoval optimalne vlastnosti pre detailnejSiu Stadiu biologickej aktivity

brassinosteroidov v zivo¢isnych bunkach.



Summary

Brassinosteroids are group of plant hormones, which are essential for proper growth
and development of a plant. In addition, their antiviral, antioxidant and neuroprotective
effect inanimal cells was found. Their antiproliferative and antiangiogenic effects
on tumor cell lines have also been observed without affecting normal cells. Their mode
of action in animal cells is unknown. Based on the results of a previous study, which points
out interesting biological activity of amino acid derivate BR4848, 20 derivatives
with amino acids, including alanine, valine, phenylalanine, leucine and methionine in the D
and L configurations, and hydroxyl groups on steroid skeleton in the a or B configuration
on C-2 and C-3 were prepared and described in this bachelor thesis. The potential
antiproliferative effect was tested at concentrations of 50; 16; 5,6; 1,9; 0,6 and 0,2 ],tmol-l'l
in HelLa, K-562, and BJ human fibroblasts. Testing was performed in triplicates,
from which the average ICso value was determined. In order to study more closely
the binding of brassinosteroids to the receptor, the most active test derivative was selected
and subsequently modified by the fluorescent label BODIPY TR. Using a fluorescence
microscope, the transport of derivate with BODIPY TR and derivate with NBD across
the plasma membrane into the cytosol and the cell nucleus was observed in HelLa and BJ
cell lines, and their ICsq value was determined. The BODIPY TR derivate exhibited
optimal features for amore detailed study of the brassinosteroid biological activity

in animal cells.
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Zoznam symbolov a skratiek

24-epiBL
24-epiCS
28-homoBL

28-homoCS

A 548

AK

Akt, PKB
Apaf-1
AR

AZI

Bax

Bcl- X,
Bcl-2

BJ

Boc

BR

BR4848

CDCls
CDK
CDKI
CEM
CMO
DCC
DIPEA

DMAP

24-epibrassinolid
24-epicastasteron
28-homobrassinolid
28-homocastasteron

Bunky l'udského adenokarcinomu odvodeného od alveolarynch buniek
typu 11

Aminokyselina

Protein kinaza B

Apopticky proteazomovy aktivaény faktor-1
Androgénny receptor

Antizymovy inhibitor

Z angl. Bcl-2-like protein 4

Z angl. B-cell lymphoma-extra large
Z angl. B-cell lymphoma 2
Normalne l'udské fibroblasty
Tert-butoxykarbonyl
Brassinosteroid

20, 3a-dihydroxy-6-oxo-5a-androstan-17p-yl N-(tert-butoxykarbonyl)-
D,L-valin

Deuterovany chloroform

Cyklin-dependentna kinaza
Cyklin-dependentny kindzovy inhibitor

Bunky T-lymfoblastickej leukémie
Karboxymetylhydroxylamin hemihydrochlorid
N,N'-dicyklohexylkarbodiimid
N,N-diisopropyletylénamin

4-(dimetylamino)pyridin
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DMEM Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium

DMF Dimetylformamid

DMSO Dimetylsulfoxid

DU-145 Bunky rakoviny prostaty (hormén-nesenzitivne)

EDC 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid

EGTA Kyselina etylénglykol-bis(2-aminoetyléter)-N,N,N',N'-tetraoctova
ERK Kinaza regulovana extracelularnym signalom

EtOAC Etylester kyseliny octovej

FAK Fokélna adhezivna kinaza

F-BODIPY 4,4-difluoro-4-bora-30,4a-diaza-s-indacen

FS Fetalne tel'acie sérum

HelLa Bunky rakoviny kf¢ka maternice

HMEC-1 Ludské kapilarne endotelové bunky

HOBt Hydroxybenzotriazol

HOS Bunky osteosarkomu

HPLC Vysokoucinna kvapalinova chromatografia
HUVEC LCudské endotelové bunky z pupocnej cievy
IL-6 Interleukin 6

K-562 Bunky chronickej myeloidnej leukémie
LNCaP Bunky rakoviny prostaty (hormén-senzitivne)
MCF7 Bunky rakoviny prsnika (estrogén-senzitivne)
Mcl-1 Z angl. myeloid leukemia cell 1

MDA-MB-468 Bunky rakoviny prsnika (estrogén-nesenzitivne)

MDM?2 Z angl. mouse double minute 2 homolog
MPP* 1-metyl-4-fenylpyridin

NBD Nitrobenzofurazan

NMO N-metylmorfolin-N-oxid
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OoDC
p53
PA
PAO
PARP
PNT1la
pRb
ROS
RPMI 8226
RVO
SD
SMO
SSAT
THF
TLC
TMS
VEGF

ODC antizym

Ornitin dekarboxylaza

Tumor supresorovy protein p53
Polyaminy

PA oxidaza

Poly(ADP-rib6za) polymeraza
Normalne epitelidlne bunky prostaty
Fosforylovany retinoblastomovy protein
Reaktivne formy kyslika

Bunky mnohopocetného myelému
Rota¢na vakuova odparka

Smerodajna odchylka

Spermin oxidaza

Spermidin/ spermin-N1—acetyltransferéza
Tetrahydrofuran

Chromatografia na tenkej vrstve
Tetrametylsilan
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1 Uvod

Brassinosteroidy st Siestou skupinou rastlinnych horménov nevyhnutnych
pre normalny rast a vyvoj rastlin. Boli objavené a identifikované vo viacerych rastlinnych
druhoch. Vzhladom na Strukturnu podobnost’ so zivo¢isSnymi steroidmi bol testovany
a popisany ich antiviralny, antioxida¢ny a neuroprotektivny ucinok. Taktiez bol zisteny
antiproliferatny  a antiangiogénny  ucinok  prirodnych a syntetickych  analogov
v nadorovych bunkach bez efektu na normalne bunky.

Bolo zistené, ze urcité funkéné skupiny korespoduju s vy$$im inhibi¢nym ucinkom
syntetickych derivatov. Velmi zaujimava aktivitu vykazoval derivat BR4848, ktora je
spojend s pritomnostou vicindlnych hydroxylov na steroidnom skelete v konfiguracii a
naC-2, C-3 aoxo skupinou na C-6. Svoju ulohu taktiez zohrava zmes D,L-valinu
na bocnom retazci. Antiproliferaény ucinok brassinosteroidov je predmetom skumania
viacerych vedeckych timov a vysledky poukazuju na zmenu hladiny proteinov zapojenych
v roznych apoptickych kaskadach, ktoré sa zhoduju s pésobenim chemoterapeutik ako je
napriklad cisplatina ¢i raloxifén. Vzhl'adom na tieto skuto¢nosti st potencialnymi
kandidatmi v protinadorovej terapii. Mechanizmus ich posobenia v zivocisSnych bunkéach,
na rozdiel od rastlinnych, nie je stale znamy. Predpokladd sa wurcita spojitost
S0 steroidnymi receptormi alebo ich prisluSnymi koaktivatormi. Téato praca si kladie za ciel
pripravit’ aminokyselinové analdgy brassinosteroidov v maximalnej Cistote a najaktivne;jsi
z nich modifikovat’ pomocou fluorescencnej znatky BODIPY TR za uc¢elom detailnejsieho

Studia vizby na steroidny receptor.



2 Ciele prace
1. Vypracovanie literarnej reserse
2. Syntéza brassinosteroidnych analogov s aminokyselinami
3. Analyza pripravenych derivatov
4. Testovanie cytotoxickej aktivity
5. Vyber najaktivnejSicho derivatu a jeho modifikdcia pre detailnejSie Studium

biologickej aktivity



3 Literarny prehlad

3.1 Brassinosteroidy

Brassinosteroidy (BR) st rastlinné hormoény objavené a identifikované vo viacerych
rastlinnych druhoch. Vo vyssich rastlinach sa BR vyskytuju vo vicsine organov ako je
koren, stonka, list, kvet a zaroven sa vyskytuju aj v peli, praSnikoch, semenach ¢i zrnach.
Vo vSeobecnosti st v rastlinach pritomné vo vel'mi nizkych koncentraciach, zvysené
hladiny BR boli namerané predovsetkym v mladych rasttcich pletivach. V peli a semenéch
sa koncentracie BR pohybujii v rozsahu 1-100 ng-g™ &erstvej hmotnosti, zatial &o
Vo vegetativnych organoch sa ich zastupenie pohybuje v rozmedzi od 0,01 do 0,1 ng-g™
¢erstvej hmotnosti (Bajguz et Tretyn, 2003).

BR st esencialne pre normalny rast, reprodukciu a vyvoj rastlin. Poruchy v ich
biosyntéze alebo vo vnimani st spojené s oneskorenym vyvojom, znizenou plodnostou az
sterilitou a typickymi zakrpatenymi tmavozelenymi listami. Zastavaju doleziti twlohu
pri kliceni semien, raste korena, deleni, diferenciacii buniek a stavbe bunkovej steny.
Taktiez reguluju otvaranie prieduchov, kvitnutie, senescenciu, reprodukéné procesy
a fotomorfogenézu (Haubrick et Assmann, 2006). Bolo dokazané, ze BR zvySuju vynos
plodin, zlepSuju ich kvalitu v stresovych podmienkach a zmiertiujli toxické ucinky t'azkych

kovov, ako je hlinik, nikel, olovo a med’ (Bajguz et Hayat, 2009).

3.1.1 Histéria

Moderny vyskum BR zacal v Japonsku a v USA. Prva zmienka pochadza z roku
1968 z Japonska, kde boli z listov Distylium racemosum pomocou éterového extraktu
izolované tri aktivne frakcie, neskor pomenované ako Distylium factor A;, A,, B. Aktivita,
ktoru vykazovali, bola podobnd cytokininom a auxinom. Zistilo sa, ze ich Struktaira
neobsahuje dusikaty heterocyklus, a preto by mohlo ist’ o d’alsi druh rastlinnych horménov
(Marumo et al., 1968).

Vroku 1941 v USA Mitchell a Whitehead zistili, Ze extrakt z pelovych zin
kukurice siatej vyvolava aktivny rast Specifickych vegetativnych casti réznych druhov
rastlin (Mitchell et Whitehead, 1941). Mitchell sustredil svoju pozornost na bioaktivitu
roznych extraktov z nezrelych fazul'ovych semien, ktort vykazovali v predlzovani druhého
internodu fazule (Mitchell et al., 1951).Vysoka bioaktivita bola pozorovana v extrakte
z pel'u Brassica napus L., nazvany ako brassin (Mitchell et al., 1970).

Prvy BR, nazvany ako brassinolid, bol izolovany v roku 1979 z pel'u B. napus L.

Jeho Struktura bola uréena pomocou rentgénovej krystalografie. Brassinolid bol



charakterizovany ako polyhydroxylovéa steroidnd latka Struktirou podobna steroidnym
hormonom (Grove et al., 1979). V Tokiu bol charakterizovany druhy BR, castasteron
(Yokota et al., 1982). Odvtedy bolo identifikovanych viac ako 70 d’alSich BR, pri¢om
najvacsie zastupenie v raslinnej ri$i maju brassinolid, castasteron a typhasterol (Obrazok 1)
(Fujioka et Sakurai, 1997).

Obrazok 1: Chemicka S$truktara prirodnych zastupcov BR. (I) brassinolid, (I1) 24-epibrassinolid, (111)
28-homobrassinolid, (1V) castasteron, (V) 24-epicastasteron, (V1) 28-homocastasteron (V1) typhasterol.

3.2 Chemicka Struktura brassinosteroidov

BR su nizkomolekularne latky steroidnej povahy. Zakladom ich Struktary
je 5a-cholestanova kostra, ktora sa skladd z centralneho jadra tvoreného 4 nasytenymi
kruhmi (A,B,C,D) a bo¢nym retazcom. Jednotlivi zastupcovia sa odliSuju umiestnenim
hydroxylovych skupin na kruhu A, pritomnostou laktonu alebo ketonu na kruhu B,

¢i roznymi modifikaciami bo¢ného retazca (Obrazok 2) (Bajguz et Tretyn, 2003).



Obrazok 2: Zakladné charakteristiky chemickej $truktiry BR demonstrované na brassinolide. (I) zvyraznena
5a-cholestanova kostra, ktora sa sklada z kruhu A,B,C,D a bo¢ného retazca, (II) zvyraznené funkéné skupiny

esencialne pre biologicku aktivitu BR.

3.2.1 Vzt’ah medzi Struktirou a aktivitou v rastlinnych bunkach

Na zdaklade viacerych testovani bolo zistené, Ze niektoré skupiny su spojené
so zvySenim alebo zniZenim biologickej aktivity BR v rastlinnych a v Zivo€iSnych
bunkéch.

Aktivita BR vV rastlinnych bunkach je spojena s pritomnostou hydroxylovych
skupin na C-2 a C-3 v konfiguracii o na kruhu A. Zmena Vv orientacii hydroxylovych
skupin vedie k poklesu biologickej aktivity v poradi 2a,300 > 20,38 > 28,30 > 28, 3f.
Z toho vyplyva, ze a-orientacia hydroxylovej skupiny na C-2 je nevyhnutna pre biologicku
aktivitu BR v rastlinnych bunkach (Bajguz et Tretyn, 2003).

Struktarne modifikacie na kruhu B maju taktiez vyrazny vplyv na ich aktivitu.
Najaktivnejsi je 7-oxalakton a biologicka aktivita zlucenin klesa v poradi: 7-oxalakton,
6-0x0, 6-deoxo a 6-hydroxy (Bajguz, 2011).

Na biologicku aktivitu vplyvaju aj skupiny umiestnené na bo¢nom ret’azci. Prirodna
konfiguracia hydroxylovych skupin na bo¢nom retazci, 22R,23R, je aktivna, zatial' ¢o
synteticka konfiguracia, 22S,23S, vykazuje minimalny biologicky uc¢inok (Takatsuto et al.,
1983). Typ funk¢nej skupiny na C-24 ma taktiez vplyv na biologicku aktivitu, pricom
aktivita klesa v poradi: metyl > etyl > metylén > vodik (Mandava, 1988).

3.2.2 Vzt’ah medzi §truktirou a aktivitou v Zivo¢iSnych bunkach
Z testovania BR v nadorovych bunkach taktiez vyplyva, ze pritomnost’ urcitych
skupin je zodpoveda za ich cytotoxicky ucinok.

V rastlinnych biotestoch su najviac aktivne prirodne BR, konkrétne sa jedna



0 brassinolid, 24-epibrassinolid (24-epiBL) a 28-homobrassinolid (28-homoBL). Tieto BR
st v naddorovych bunkach bud’ neaktivne alebo vykazuju len zanedbatel'nt cytotoxicku
aktivitu. Testovanim Sirokej $kaly derivatov BR s réznym usporiadanim funk¢énych skupin
na kruhu A a B sa dospelo k vSeobecnym zaverom v stvislosti vztahu medzi $truktirou
a aktivitou.

Pritomnost’ hydroxylu ¢i ketonu na C-3, ¢i susediacich hydroxylov na C-2, C-3
alebo C-3, C-4 vkonfiguracii o je nevyhnutna pre cytotoxicka aktivitu. NajvysSia
cytotoxicka aktivita bola pozorovana s 2a, 3a-diolovymi derivatmi. Absencia hydroxylovej
alebo ketonovej skupiny na kruhu A, ¢i zmena ich konfiguracie vedie k tplnej strate ich
cytotoxickej aktivity.

Co sa tyka kruhu B, tak vyssia aktivita bola zaznamenana u $est¢lenného kruhu.
Derivaty 24-epicastasteronu (24-epiCS) a syntetické derivaty cholestanu obsahujuce
VO svojej Strukture 6-0X0 skupinu su aktivnejSie ako derivaty brassinolidu, ¢i derivaty
obsahujice 6-0x0-7-oxa skupinu. Uplna strata kyslika na kruhu B je spojend s nizSou
aktivitou.

Derivaty obsahujice na bo¢nom retazci susediace hydroxyly na C-22, C-23 vR
konfiguracii vykazuju vysSiu cytotoxicitu ako derivaty, ktoré obsahuju tieto hydroxyly
Vv S konfiguracii. Pritomnost’ hydroxylov na C-7, C-22 a C-25 znizuje takmer uplne ich
antiproliferacny u¢inok (Malikova et al., 2008; Rarova et al., 2016).

3.3 Biologicka aktivita brassinosteroidov na 'udské bunky

Rola BR v rastlinnych bunkach bola uz intenzivne skiimand a popisana. O ich
poOsobeni na l'udské bunky vSak stale nie je dostatok informacii. R6zne Studie potvrdzuji
bezpetnost’ BR a umoznuju tak ich testovanie. Hodnota aktitnej toxcity (LDsp) po oralnom
poziti 24-epiBL umysi je vy$§ia ako 5000 mg-kg® (Kovalenko et al., 2010).
V Amesovom teste taktiezZ nevykazoval 24-epiBL Ziadne mutagénne vlastnosti (Voitovich

et al., 2004).

3.3.1 Antiviralna aktivita brassinosteroidov

Viacer¢ Studie potvrdzuji antivirdlnGt  aktivitu prirodnych BR  vratane
28-homocastasteronu (28-homoCS) a 28-homoBL voc¢i RNA aj DNA virusom, ktoré
zahtnaji Herpes Simplex Virus, Morbillivirus, Arenavirus, Vesiculovirus a Poliovirus. Ich
antiviralna aktivita spo¢iva v znemozneni syntézy proteinov a dozrievania virusovych casti
(Castilla et al., 2010).

Na zéklade tychto vysledkov bolo testovanych viacero sérii synteticky



pripravenych derivatov BR na ich antiherpeticku ¢i int antivirdlnu aktivitu. Tieto derivaty
boli testované na konfluentnej a neprerastenej kultire Vero buniek a nasledne roztriedené
na zaklade rozdielneho cytotoxického uUc¢inku. Ich uc¢inok bol teda odlisSny voci roznym
virusom. Bolo zistené, ze derivaty obsahujice susediace hydroxyly v S konfiguracii na
C-22, C-23 st ucinnejsie ako derivaty s R konfiguraciou tychto hydroxylov. Taktiez bolo
zistené, ze pritomnost’ fluéru alebo hydroxylu na C-5 je spojena s vySSou aktivitou
(Michelini et al., 2004; Ramirez et al., 2000; Wachsman et al., 2002; Wachsman et al.,
2004,).

3.3.2 Neuroprotektivna aktivita brassinosteroidov

Oxidativny stres a apoptéza su Castou pricinou poskodenia buniek nervového
systému S naslednym vyvojom réznych neurodegenerativnych porach, ako je napriklad
Parkinsonova choroba. Antioxidaéné vlastnosti prirodnych BR boli demonstrované ich
exogénnou aplikaciou na rézne typy zeleniny. 24-epiBL, ktory sa prirodzene vyskytuje
v bobe, zvySoval antioxidaéni aktivitu prostrednictvom modulacie antioxidacnej
enzymatickej kaskady. Po jeho aplikécii bola pozorovana zvysena hladina peroxidu vodika
Vv apoplaste mezofylovych buniek spojend so zvysenou toleranciou voci oxidaénému stresu
(Mazorra et al., 2002).

Carange et al. (2011) skumali vplyv BR v bunkach nervového systému s pouzitim
1-metyl-4-fenylpyridinu (MPP*), ktory je potencialny induktor oxidativneho stresu
v dopaminergnych neurénoch. Bola skimana a popisana schopnost’ 24-epiBL zvySovat’
ochranu PC12 nervovych buniek vo¢i MPP”, ktoré sa pouzivaji ako in vitro bunkovy
model Parkinsonovej choroby. Aplikaciou 24-epiBL bola redukovana hladina
intracelularnych reaktivnych foriem kyslika (ROS) a zniZend aktivita enzymov: superoxid
dismutasy, katalasy a glutathion peroxidasy. Pozorované antioxida¢né vlastnosti 24-epiBL
viedli k inhibicii MPP" indukovanej apoptozy prostrednictvom redukcie fragmenticie
DNA, znizeniu pomeru ,,Bcl-2-like protein 4°“/,,B-cell lymphoma-2 (Bax/Bcl-2) a taktiez
aktivity kaspazy-3 (Carange et al., 2011).

3.3.3 Antiangiogénna aktivita brassinosteroidov

Angiogenéza je komplexny proces tvorby a rastu krvnych kapilar dolezity najma
v rannych fazach vyvoja jedinca. V dospelosti sa uplatiuje len zriedka a to predovsetkym
pri hojeni, zapaloch alebo pri ovulacii. Krvné kapilary zabezpecuju zasobovanie tkaniv
kyslikom a zivinami, a zaroveil odvadzanie oxidu uhli¢it¢tho a odpadnych produktov

metabolizmu (Carmeliet, 2000; Folkman, 1971, 1984).



Prostrednictvom kapilarnej siete je taktiez pocas nekontrolovatelného nadorového
bujnenia zabezpecené dostatoéné zdsobovanie kyslikom a zivinami pre rast dalSich
nadorovych buniek. Jednd sa o patologickii angiogenézu, v ktorej hraju doéleziti tlohu
endotelové bunky. Tieto bunky su netransformované a taktiez u nich nie je pravdepodobny
vznik rezistencie voci liecivu, pretoze st geneticky stabilné a homogénne s nizkou mierou
mutécii. Preto sa stali jednym z ciel'ov pre antiangiogénnu terapiu (Bhat et Singh, 2008).

Taktiez bol popisany antiangiogénny uc¢inok prirodnych BR aich syntetickych
derivatov v ludskych endotelovych bunkéach z pupocnej cievy (HUVEC) av Tl'udskych
kapilarnych endotelovych bunkach (HMEC-1). Obidve st prekurzormi novo vznikajucich
kapilar. V tychto bunkach bola po aplikacii mikromolarnej davky pozorovana inhibicia
proliferacie, migracie a adhézie. Konkrétne islo o 24-epiBL, 28-homoCS (prirodné BR),
BR4848 a cholestanon (syntetické derivaty BR). Tato praca dokazuje, Ze spominané
syntetické derivaty BR maju ovel’a silnejsi inhibi¢ny G¢inok ako prirodné BR, konkrétne
boli ucinné v trikrat nizsich koncentraciach. Schopnost' vizby BR k steroidnym
receptorom je vSak obmedzend a predpoklada sa, ze ich antiangiogénny uc¢inok je spojeny

s inym mechanizmom (Rarova et al., 2012).

3.3.4 Antiproliferac¢na aktivita brassinosteroidov a ich derivatov

O vplyve BR aich syntetickych derivatov v l'udskych bunkach je stale malo
informacii. Testovaniu efektu prirodnych BR na nadorové bunky predchadzalo viacero
pozorovani.

Bolo dokazané, ze maju podobny efekt na delenie rastlinnych buniek
ako cytokininy. BR aj cytokininy indukujti CycD3 génovu expresiu pocas skorych faz
bunkového delenia v rastlinnych kultarach. To dokazuje, ze BR predstavuju limitujice
faktory v zahajeni bunkového cyklu (Hu et al., 2000).

Bolo zistené, Ze derivaty fytohorménov cytokininov, predovsetkym olomoucin,
dokazu regulovat’ bunkovy cyklus. Z velkého poctu testovanych kinaz boli vyrazne
inhibované len kindzy, ktoré st spojené S bunkovym cyklom. Olomoucin méa vplyv
na cykliny a cyklin-dependetné kinazy (CDK), ktorych regulacia je pocas nadorového
bujnenia abnormalna a taktiez spésoboval blokaciu bunkového cyklu v G1/S a Go/M faze.
V konecnom doésledku tak méze zmenou regulacie urcitych kindz znizovat’ proliferaciu
urcitych nadorovych linii buniek (Vesely et al., 1994).

Podstatnym krokom bolo testovanie aktivity 24-epiBL na mysich hybridémoch.

V tejto Stadii bolo zistené, Ze jeho aplikécia zvySuje potencidl mitochondridlnej membrany



a mnozstvo buniek v Go/G; fazi bunkového cyklu. Pritomnost’ 24-epiBL naopak znizovala
mnozstvo buniek v S-fazi bunkového cyklus a hladinu intracelularnych protilatok (Franék
et al., 2003).

Na zéklade tychto stadii vznikla hypotéza, ze BR by mohli mat’ inhibicny efekt
na bunkovy cyklus a proliferaciu nadorovych buniek. T4 bola prvy krat potvrdend
testovanim perspektivnych prirodnych BR aich syntetickych derivatov v normalnych
anadorovych bunkach. 24-epiBL a 28-homoCS vykazovali inhibi¢cny efekt na rast
a viabilitu nadorovych buniek s roéznym histopatologickym poévodom. Najvyraznejsi
inhibi¢ny efekt bol pozorovany v bunkach T-lymfoblastickej leukémie (CEM) a bunkach
mnohopocetného myelomu (RPMI 8226). 28-homoCS bol najviac aktivny v CEM (I1Csg
13 pmol-I™). V rastlinnych biotestoch st naju¢innejsie BR s laktonovym kruhom B, ale
vo¢i nadorovym bunkdm vykazuji nulovi alebo zanedbatelnu cytotoxick aktivitu.
Ziadny z testovanych derivatov nevykazoval cytotoxicku aktivitu v bunkach chronickej
myeloidnej leukémie (K-562), rakoviny kicka maternice (HeLa), Tludského
adenokarcinomu odvodeného od alveolarnych buniek typu II (A 549) av bunkach
osteosarkomu (HOS). V tejto stadii bolo taktiez zistené, ze BR neznizuju viabilitu
normalnych T'udskych fibroblastov (BJ) (Malikova et al., 2008). V sucasnosti je znamych
len niekol’ko prirodnych zlucenin, ktoré vykazuji antiproliferaént aktivitu vo¢i nddorovym

bunkam bez vplyvu na rast normalnych buniek (Newman et Cragg, 2007).

3.3.5 Antiproliferacna aktivita brassinosteroidov na bunky rakoviny prsnika
a prostaty

Na zéklade objavenych antiproliferanych vlastnosti BR bol skiimany efekt
24-epiBL a 28-homoCS v estrogén-senzitivnych bunkach rakoviny prsnika (MCF7), ktoré
exprimuji  obidva typy estrogénovych receptorov (ER-a aER-B) av estrogén-
nesenzitivnych bunkach (MDA-MB-468), pri ktorych je expresia ER-a epigeneticky
umlcana. Taktiez bolo skiimané ich posobenie v hormon-senzitivnych (LNCaP) a hormon-
nesenzitivnych (DU-145) bunkéch rakoviny prostaty. Liecba rakoviny prsnika a prostaty
je komplikovana. Bunky rakoviny prostaty dokazu prechadzat z hormon-senzitivnych
na nesenzitivne formy. Vo vicsine klinickych pripadov sa vyskytuje zmes tychto dvoch
foriem (Gleave et al., 1998). Apoptoza prebicha pomerne rychlo v hormon-senzitivnych
bunkach arozvoj rakoviny prostaty je spésobeny proliferaciou hormoén-nesenzitivnych
buniek. Podobne je tomu aj ubuniek rakoviny prsnika. Efektivita lieCby spociva

Vv eliminacii obidvoch tychto foriem nadorovych buniek (Weisburger, 1998).



3.3.5.1 Antiprolifera¢na aktivita brassinosteroidov na bunky rakoviny prsnika

Bolo zistené, ze 24-epiBL a 28-homoCS sposobuju apoptdézu v oboch nadorovych
liniach rakoviny prsnika, teda u MCF7 a MDA-MB-468. Dalej sa zistilo, Ze estrogén-
senzitivne bunky st citlivejSie na ich pdésobenie ato pravdepodobne vd’aka modulacii
steroidnych receptorov (Malikova et al., 2008).

Nasledujuca Studia sa venuje detailnejSej analyze mechanizmu pdsobenia BR
Vv bunkach rakoviny prsnika. Pomocou prietokovej cytometrie bol sledovany priebeh
bunkového cyklu. Taktiez bola skimana zmena expresie proteinov spojenych s apoptozou.
V obidvoch nadorovych liniach bol zaznamenany blok v Go/G; faze bunkového cyklu
a znizenie poctu buniek v S faze. V bunkdch MDA-MB-468 doslo k zvyseniu frakcii
Vv subGy, ktoré predstavuji apoptické telieska. Blokacia bunkového cyklu v Go/G; faze bola
sprevadzana zvysSenou expresiou cyklin-dependentného kinazového inhibitoru (CDKI)

p2 1 WAR/Cipl

CDKI p21WAf1/Cipl inhibuje naviazanim na komplexy CDK/cyklin ich aktivitu, ¢o vedie

. Taktiez bola zaznamenna znizena expresia CDK 2 a 4, a cyklinov D1 a E.

k znizeniu hladiny fosforylovaného retinoblastomového proteinu (pRb) ateda aj
k znemozneniu prechodu do S faze bunkového cyklu. Znizenie hladiny pRb po aplikacii
BR bolo zaznemenané v bunkach MCF7, bunky MDA-MB-468 naopak neexprimuju pRb
(Steigerova et al., 2010).

Délezitym regulatorom bunkového cyklu je tumor supresorovy protein p53 (p53),
ktory je za fyziologickych podmienok viazany na prenasac ,,mouse double minute 2
homolog®“ (MDM-2) atym padom je inaktivny. V pripade poSkodenia bunky je MDM-2
fosforylovany a p53 uvolneny. Tym padom je zvySena jeho expresia, ktora signalizuje
poskodenie DNA a zastavuje bunkovy cyklus v Go/G; faze alebo navodzuje apoptdzu
(Sherr et Roberts, 1995). Aplikaciou BR nebola pozorovana vyrazna zmena expresie p53
a MDM-2 (Steigerova et al., 2010).

Cely proces apoptozy je taktiez regulovany celou radou antiapoptickych
a proapoptickych proteinov, ktoré zahffiaji najmid proteiny z Bcl-2 rodiny. Pomer
proapoptického Bax a antiapoptického Bcl-2 ovplyviiuje indukciu apoptézy vnuatornou
(mitochondridlnou) cestou. Apoptoéza je aktivovana prostrednictvom proapoptickych
proteinov, ktoré zvySuju permeabilitu vonkajsSej aj vnitornej mitochondrialnej membrany.
Tym padom dochadza k uvolneniu cytochromu c¢ do cytoplazmy, kde sa naviaze
na apopticky proteazomovy aktivacny faktor-1 (Apaf-1), ¢im sa vytvori apoptozom. Ten
aktivuje kaspazu-9 anasledne je aktivovana kaspaza-3 a 7, pricom postupne dochadza

k deStrukcii cytoskeletu. Taktiez dochadza k aktivacii enzymu poly(ADP-riboza)
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polymeraza (PARP), ktory sposobuje degradaciu DNA (Jin et El-Deiry, 2005). Zvysena
expresia Bcl-2 zapric¢inuje vznik rezistencie na chemoterapeutika a radiacnt liecbu.
Naopak znizena expresia Bcl-2 modze podporovat  apoptdézu  stimulovanu
chemoterapeutikami (Konopleva et al., 2002).V bunkach MCF7 bola aplikaciou BR
znizend expresia antiapoptickych proteinov Bcl-2 a,,B-cell lymphoma-extra large*
(Bcl-X.), zatial' ¢o neboli pozorované vyraznej§ie zmeny v expresii proapoptického
proteinu Bax. V bunkach MDA-MB-468 bola uroven expresie Bcl-2 ovplyvnena malo
anedoslo ani k zmene expresie Bcl-X.. Naopak bola pozorovana zvySena expresia
proapoptického Bax. Po 24 h doslo na tychto bunkach Kk aktivacii kaspazy-3, ktora
je sucast’'ou apoptickej kaskady bunky (Steigerova et al., 2010).

3.3.5.2 Antiproliferac¢na aktivita brassinosteroidov na bunky rakoviny prostaty

Steigerova et al. (2012) sa taktiez venovali objasneniu mechanizmu apoptozy
sposobenej 24-epiBL a 28-homoCS v bunkach rakoviny prostaty LNCaP a DU-145.

Androgénny receptor (AR) zohrava doleziti ulohu v rozvoji rakoviny prostaty.
Hormoén-senzitivne bunky rakoviny prostaty (LNCaP) exprimuji androgénny receptor
vo vysokej miere, v mensej miere ER-f a neexprimuji vobec ER-0. Hormoén-nesenzitivne
bunky DU-145 neexprimuji AR ani ER-a, zatial' ¢o ER-f exprimuju vo vysokej miere
(Kim et al., 2002; Klocker et al., 1994; Lau et al., 2000). Modulacia expresie ER-o a ER-
je dolezita v lieCbe rakoviny prostaty. Bolo dokazané, ze za proliferaciu buniek, zapal
a rozvoj rakoviny prostaty zodpoveda stimulacia ER-a. Naopak stimulacia ER-B je spojena
s antiproliferaénym, protizapalovym a moznym protirakovinovym t¢inkom. Toto zistenie
vedie K vyvoju novych lieciv, ktoré selektivne moduluju ER (Dutertre et Smith, 2000).
Do tejto skupiny lieCiv patri napriklad raloxifén, ktory sposobuje apoptézu v hormoén-
senzitivnych aj Vv hormoén-nesenzitivnych bunkach rakoviny prostaty prostrednictvom
antagonistického efektu na ER-a a stimulacie ER-p (Rossi et al., 2011).

Aplikaciou BR neboli pozorované vyraznejsie zmeny v expresii AR, ER-a a ER-f.
Pomocou prietokovej cytometrie bol zaznamenany v bunkach LNCaP blok bunkového
cyklu v Go/G; faze s naslednou tvorbou apoptickych teliesok v subG; faze. Tento blok
je spdsobeny znizenou expresiou cyklinov D; aE, CDK 4 a6, ktorych aktivita bola
Vv tomto pripade inhibovana prostrednictvom CDKI p27Kip. Taktiez bola zaznamenana
znizena hladina pRb. V DU-145 doslo k znizeniu expresie cyklinov A a B; a k zastaveniu
bunkového cyklu v Go/M. Dalsie analyzy poukazuji na formovanie DNA rebriku v LNCaP
avmense] miere aj uDU-145 (Steigerova et al., 2012). Formovanie DNA rebrika
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je vysledkom Stiepenia DNA na mnohopocetné fragmenty a je povazované za biochemicky
marker apoptozy (Enari et al., 1998)

28-homoCS a 24-epiBL reguluju priebeh apoptoézy aj prostrednictvom regulacie
expresie ¢i aktivity antiapoptickych a proapoptickych proteinov. V obidvoch liniach doslo
Kk znizeniu antiapoptického Bcl-2 av bunkach LNCaP aj proteinu Bcl-X.. 28-homoCS
zvysil v LNCaP expresiu proapoptického Bax a taktiez kaspazy-3, 9 a PARP-1. Z toho
vyplyva, ze obidva testované BR mozu sprostredkovavat apoptozu prostrednictvom
regulacie proteinov Bcl-2 rodiny a kaspazy-3 v bunkach LNCaP (Steigerova et al., 2012).

Bolo zistené, ze prostaticka zl'aza vykazuje najvyssiu hladinu polyaminov (PA)
v tele (Schipper et al., 2003). Prirodné PA, putrescin, spermidin a spermin, hraju dolezitu
ulohu v bunkovom deleni, regulacii bunkového cyklu a syntéze proteinov. Biologické
spravanie buniek rakoviny prostaty stvisi so zmenou hladiny PA a/alebo aktivitou ich
metabolickych enzymov (Seiler et al., 1996). Aktivita biosyntetického enzymu, ornitin
dekarboxylazy (ODC), je riadena pomocou antizymového inhibitora (AZI) a ODC
antizymu (OAZ) (Su et al., 2009). Katabolizmus PA je dvojstupiovy proces, pricom
vprvom stupni dochidza kacetylacii PA  pomocou  spermidin/spermin-N'-
acetlytransferazy (SSAT) a v druhom stupni st acetylované PA oxidované prostrednictvom
PA oxidazy (PAO). Spermin je oxidovany priamo pomocou enzymu spermin oxiddzy
(SMO). Vysledkom tohto procesu je znizenie intracelularnych hladin PA spojené s tvorbou
toxickych vedlajSich produktov ako je peroxid vodika aaldehydy, ktoré spdsobuju
apoptozu. Zvysené hladiny PA su charakteristické pre nadorové bunky a preto predstavuja
jeden z terapeutickych ciel'ov pre rozne druhy rakoviny (Agostinelli et al., 2004; Hector et
al., 2008).

Obakan et al. (2014) sa vo svojej praci zamerali na pdsobenie 24-epiBL
na katabolizmus PA v bunkach rakoviny prostaty LNCaP a DU-145, anormalnych
epitelidlnych bunkach prostaty (PNT1a). 24-epiBL sposoboval apoptéozu v nadorovych
bunkach rakoviny prostaty bez efektu na normalne epitelialne bunky prostaty. Po jeho
aplikacii bolo pozorované vyrazne zniZenie hladiny ODC a tym padom aj zniZenie hladiny
intracelularnych PA v obidvoch liniach. V bunkach LNCaP reguloval aktivitu enzymov
AZl a OAZ. Hladiny katabolickych enzymov, SSAT aPAO, boli zvysené v obidvoch
linidch. Pomocou siRNA bola umlcana aktivita SSAT a PAO atym padom nedoslo
k akumulacii ROS a v désledku toho bola zvySena viabilita bunieck LNCaP po aplikacii
24-epiBL. To nasvedCuje tomu, ze apoptéza buniek LNCaP by mohla byt sposobena

akumulaciou ROS. Tato hypotéza bola potvrdena pomocou Specifického inhibitora
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enzymov PAO a SMO, MDL-72527 (Seiler et al., 2002). Po jeho aplikacii bola inhibovana
aktivita PAO a tym padom taktiez nedoslo k apoptoze v bunkach LNCaP. Z toho vyplyva,
ze akumulacia ROS v dosledku pdsobenia katabolickych enzymov po aplikacii 24-epiL by
mohla spastat’ apoptozu v bunkach LNCaP (Agostinelli et Seiler, 2007; Obakan et al.,
2014).

3.3.6 Synteticky derivat BR4848

Na zaklade ziskanych poznatkov o vztahu medzi optimélnou biologickou aktivitou
a struktarou syntetickych derivatov BR bola pripravena zlu¢enina BR4848 (VIII). Tento
derivat ma na steroidnom skelete naviazana zmes D,L-valinu na C-17 s tert-
butoxykarbonylom (Boc) na aminoskupine. TaktieZ obsahuje skupiny, ktoré koresponduju
S vysSou inhibi¢nou aktivitou BR. Konkrétne sa jednd o vicindlne dioly na C-2, C-3

Vv konfiguracii o a Sest’¢lenny B kruh s oxo skupinou na C-6 (Obrazok 3).

0

0 M
HN
HO,, }0
0]
HO\\\\\" ><
O

VIII
Obriazok 3: Chemicka $truktura derivatu BR s Boc-D,L-valinom, BR4848 (2a, 3a-dihydroxy-6-oxo-5a-
androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D,L-valin).

Tento derivat bol testovany v nadorovych bunkéch s r6znym histopatologickym
povodom, vV bunkdch HUVEC a l'udskych fibroblastoch BJ. Najvyssia cytotoxicka aktivita
bola pozorovana v bunkach HelLa (ICsp 3,3+ 0,2 umol-l'l) a Vv bunkach CEM (ICs 4,3 +
0,3 umol-I™) bez efektu na BJ (ICsp > 50 pmol-1™).

Na zaklade tychto vysledkov sa Rarova et al. (2018) venovali detailnejsej Studii
antiproliferacnych vlastnosti derivaitu BR4848 na molekularnej a bunkovej urovni. Bolo
zistené, ze apoptoza v Hela bunkach je spOsobena znizenim expresie antiapoptického
Bcl-2 a,,myeloid leukemia cell 1 (Mcl-1), aktivaciou kaspazy-3 a 7, a taktieZ Stiepenim
DNA enzymom PARP-1. Znizenim fosforylacie kinaz spojenych s proliferaciou

a migraciou bunky dochadza k inhibicii ich aktivity a néslednej apoptdze. Po aplikacii
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BR4848 bola pozorovana v HelLa bunkach znizena fosforylacia kinaz. Konkrétne boli
inhibované protein kinaza B (AKt, znaCovana aj ako PKB), kinaza regulovana
extracelularnym signalom 1 a 2 (ERK), a fokalna adhezivn kinaza (FAK). TaktieZ bol
zaznamenany blok bunkového cyklu v nadorovych a endotelovych bunkach v G,/M faze
spojeny s inhibiciou tvorby tubtl a migracie endotelovych buniek.

Antiangiogénne ucinky pravdepodobne zvysuju antiproliferativny 0c¢inok tohto
derivatu. Po aplikacii BR4848 bola v bunkach HUVEC pozorovana znizena fosforylacia
kinaz spojenych s migraciou, adhéziou a proliferaciou buniek, konkrétne FAK, ERK 1,2,
CDKS5. BR4848 reguluje angiogenézu aj prostrednictvom vaskuldrneho endotelového
rastového faktoru (VEGF), ktory sa viaze na receptor VEGFR2 a spusta signalnu drahu.
Antiangiogénna a antiproliferativna aktivita BR4848 je regulovana taktieZ prostrednictvom
interleukinu 6 (IL-6), ktorého produkcia bola po jeho aplikacii znizena. IL-6 stimuluje
V organizme mitdzu a migraciu endotelii.

Pozorované biologické Uc¢inky nie st sprostredkované prostrednictvom vizby
na steroidné receptory aj ked’ su tieto rastlinné hormény Struktirou podobné Zivo¢iSnym
hormonom. Po aplikdcii BR4848 nebola pozorovand zmena subceluldrnej lokalizacie

steroidnych receptorov ani ich celkovej celularnej hladiny (Rarova et al., 2018).

3.4 Fluorescen¢na mikroskopia

Fluorescencnd mikroskopia sa v priebehu niekol’kych desatroci stala dolezitym
nastrojom pre vizualizaciu, lokalizaciu, vysvetlenie funkcii ¢i pozorovanie dynamiky i6nov
a biomolekal v bunkach (Weijer, 2003). K vizualizacii pomocou fluorescenénej
mikroskopie sa pouzivaju rdzne fluorescencné farbiva (fluorofory), ktoré sa viazu
na predmet zaujmu. Vznikaju tak komplexy, ktoré po osvieteni svetlom konkrétnej vinove;j
dizky (excitacii) vyzaruju (emitujii) Ziarenie s vysSou vinovou dizkou. Najpouzivanejsie
fluorofory st kumarin, fluorescein, BODIPY, rodamin a cyaniny. Stdle sa pracuje
na vyvoji novych fluoroforov, aby boli eliminované ich negativne vlastnosti (Valeur et
Berberan-Santos, 2011).

Treibs a Kreuzer popisali Struktaru fluoroforu 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-
indacenu (F-BODIPY) vroku 1968 (Obrazok 4) (Treibs et Kreuzer, 1968). Toto
fluorescenéné farbivo sa drzi v pozornosti vdaka jeho optimalnym fyzikdlnym
a fotochemickym vlastnostiam, medzi ktoré patria vysoky molarny absorbény koeficient,
uzky absorbény aemisny pik, vysoky kvantovy vytazok fluorescencie a relativna

nezavislost’ K polarite rozpustadla ¢i hodnote pH roztoku. Jedna sa o0 neutralne farbivo,
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ktoré volne prechddza cez plazmaticki membranu, ale vdaka jeho hydrofébnym
vlastnostiam sa moéze akumulovat’ v jednotlivych organelach. Jeho d’alSou nevyhodou
je maly Stokesov posun, kvoli ktorému je tazké odliSit’ emitované svetlo od excitaéného

(Johnson et al., 1991; Karolin et al., 1994)

7 X \
\ N\B/N\
F7 OF

IX
Obrazok 4: Chemicka $truktira BODIPY (4,4-difluoro-4-bora-3a,40-diaza-s-indacen).

Vdaka jeho spominanym vyhoddm bolo pripravené velké mnozstvo
fluorescenénych farbiv na baze BODIPY s absorbénou aemisnou vinovou dizkou
v rozmedzi 510-675 nm. Farbiva s tymto emisnym spektrom maji vela vyhod, medzi
ktoré patri minimalna foto-toxicita K biologickym komponentom, minimalne pozadie
autofluorescencie pritomnych biomolekul a penetracia do velkych hibok (Ni et Wu, 2014).
Roznymi zmenami v Struktire BODIPY boli pripravené tzv. photoswitches, ktoré
st schopné reverzibilne prepinat’ fluorescenciu viac krat za sebou bez vyraznej straty jej

intenzity (Golovkova et al., 2005).
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4 Material a metody

4.1 Chemicka ¢ast’
4.1.1 Pouzité chemikalie a roztoky
Pouzité chemikalie:
— 17B-Hydroxy-5a-androst-2-én-6-6n (ziskané z chemickej kniznice RNDr. Miroslava
Kvasnici, Ph.D.)
— 1-etyl-3-(3-dimetylaminopropyl)karbodiimid (EDC) (ThermoFisher Scientific, kat.
¢. 22980)
— 4-(dimetylamino)pyridin (DMAP) (Sigma-Aldrich, kat.c. 39405)
— Aceton (PENTA, kat. ¢. 10050-20005)
— Benzén (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 319953)
— Boc-D-alanin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 15048)
— Boc-D-fenylalanin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 15484)
— Boc-D-leucin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 15129)
— Boc-D-metionin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 15132)
- Boc-D-valin (BDL, kat. ¢. B2991)
— Boc-L-alanin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 15380)
— Boc-L-fenylalanin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 15480)
— Boc-L-leucin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 15450)
— Boc-L-metionin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 408425)
— Boc-L-valin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 15528)
— BODIPY™ TR (ThermoFisher Scientific, kat. ¢. D6251)
— Cyklohexan (PENTA, kat. ¢. 11560-11000)
— Deuterovany chloroform (CDCl3) s 0,1 % tetrametylsilanom (TMS) (Sigma-
Aldrich, kat. ¢. 434876)
— Dietyléter (PENTA, kat. ¢. 12180-11000)
— Dichlérmetan (PENTA, kat. ¢. 12360-11000)
— Etanol 96 % (PENTA, kat. ¢. 70390-11000)
— Etylester kyseliny octovej (EtOAc) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 270989)
— Hydroxybenzotriazol (HOBt) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 54802)
— Chloroform (PENTA, kat. ¢. 17110-11000)
— lIsopropranol (PENTA, kat. ¢. 17500-11000)
— Karboxymethylhydroxylamin hemihydrochlorid (CMO) (Sigma-Aldrich, Kat.
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& C13408)

— Kyselina sirova 96 % (PENTA, kat. ¢. 20370-11000)
— N,N'-dicyklohexylkarbodiimid (DCC) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D80002)

— N,N-diisopropyletylénamin (DIPEA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 387649)
— N,N-dimetylformamid (DMF) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 227056)
— N-metylmorfolin-N-oxid (NMO) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 224286)

— Oxid osmicely v tert-butanole (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 208868)

— Pyridin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 270970)
— Siran hore¢naty, bezvody (PENTA, kat.¢. 43180-31000)

— Siri¢itan sodny, bezvody (PENTA, kat. ¢. 26030-31000)
— Tert-butanol (PENTA, kat. ¢. 26820-11000)

— Tetrahydrofuran (THF) (PENTA, kat. ¢. 27030-11000)

4.1.2 Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni
— Analytické vahy CPA225D (Sartorius)
— Hlinikové TLC dosti¢ky potiahnuté silikagélom 60 W Fas4 (Merck)
— Hmotnostny spektrometer Synapt G2-Si (Waters)
— Magneticka miesacka s ohrevom RCT Basic IKAMAG (IKA)
—  NMR spektrometer INM-ECA 500 (JEOL)
— Rotaéna vakuova odparka (RVO) Hei-VAP Value (Heidolph)
— Silikagél Kieselgel 60 (Merck)
— Teplovzdusna piStol’ HL 16268 (Steinel)
— UV lampa (Spectroline® E-Series)
— Vysokoucinny kvapalinovy chromatograf (HPLC) s ELSD detektorom (Waters)

4.1.3 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy
4.1.3.1 VSeobecny postup pripravy esteru

K vychodziemu ketonu (17p-Hydroxy-5a-androst-2-én-6-6n) (150 mg; 0,52 mmol)
bola pridana aminokyselina (AK) s Boc skupinou (1,1 ekvivalentov) a DMAP (0,1
ekvivalentov). Tato zmes bola spolo¢ne rozpustena v benzéne (10 ml) a za staleho mieSana
bol kroztoku pridany DCC (1,3 ekvivalentov). Reakéna zmes bola mieSana pri
laboratorne;j teplote 48 hodin (Obrazok 5).
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Obrazok 5: Vseobecna schéma pripravy esteru s Boc-AK z vychodzieho ketonu. (R) naviazana L alebo D-

AK

4.1.3.2 VSeobecny postup pripravy zmesi izomérov 2a,3a- a 2p,3p-diolového esteru
Ester (150 mg), ktory bol pripraveny podla v§eobecného postupu pripravy esteru,
bol rozpusteny v THF (6 ml), acetone (9 ml) a destilovanej vode (1 ml). Nasledne bol
k reakénej zmesi za staleho mieSania pridany NMO (5 ekvivalentov) aroztok oxidu
osmicelého v tert-butanole (0,15 ml; 7,5 mmol). Reakénd zmes bola mieSana pri

laboratornej teplote 24 hodin (Obrazok 6).

HO,, HO
. = +
HO" HO
o] 0 o]

Obrazok 6: Vseobecna schéma pripravy zmesi izomérov 20,30~ a 2f3,3p-diolového esteru z predchadzajice;j

R

syntézy.

4.1.3.3 Postup pripravy karboxymetyloximu

Derivat 14B (10 mg; 19,2 umol) bol rozpusteny v pyridine (1 ml). K roztoku bol
nasledne pridany CMO (10 mg) a dve kvapky destilovanej vody. Reak¢na zmes bola
mieSana 24 hodin pri 60 °C (Obrazok 7).

o o
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o . o
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N

o~ COH
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Obrazok 7: Schéma pripravy karboxymetyloximu 22 z vychodzieho derivatu 14B.
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4.1.3.4 Priprava derivatu 23

Karboxymetyloxim 22 (11 mg; 18,5 umol) bol rozpusteny v DMF (0,5 ml).
K roztoku bol pridany HOBt (2 mg), EDC (2,5 mg), BODIPY TR (5 mg) a DIPEA (5pl).

Reakcia bola mieSana cez noc (priblizne 16 hodin) pri izbovej teplote (Obrazok 8).

HO, HOy,

HO™ , K Ho™"

N
~o~ COogH

22

Obrazok 8: Schéma naviazania fluorescencnej znacky na karboxymetyloxim 22 z predchadzajtcej syntézy.

4.1.3.5 VSeobecny postup spracovania prislusnych chemickych reakecii

Pomocou chromatografie na tenkej vrstve (TLC) bol monitorovany priebeh
chemickych reakcii a Cistota produktov. Pomocou TLC boli taktiez zistené mobilné faze
pre stipcova chromotografiu a HPLC, ktoré st vzdy uvedené vo vysledkoch. TLC dosticky
boli analyzované pomocou 10 % roztoku kyseliny sirovej v etanole a zahrievanim na 400
°C.

Postup A: spracovanie chemickej reakcie pripravy esterov

Po ukonceni chemickej reakcie bola reakéna zmes extrahovana medzi dietyléter
avodu. Spojena organicka faza bola premyta vodou anasledne vysuSena MgSO,.
Rozpustadla boli odparené na RVO. Produkt chemickej reakcie bol precisteny pomocou

stipcovej chromatografie na silikagéle a pouzity do d’alsej reakcie.

Postup B: spracovanie chemickej reakcie pripravy diolov

Reak¢nd zmes bola zastavena pridanim nasyteného vodného roztoku siriitanu
sodného (2 ml). Nasledne bola extrahovana medzi EtOAcC a vodu. Spojena organicka faza
bola premyta vodou a nasledne vysusena MgSO,. Rozpustadla boli odparené na RVO.
Produkt chemickej reakcie bol predisteny pomocou stipcovej chromatografie na silikagele
aizomérne dioly (50 mg) rozdelené pomocou HPLC. V pripade, Ze po rozdeleni nemala

latka krystalicka podobu, tak bola lyofilizovana z tert-butanolu.
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4.1.3.6 Identifikacia latok

Pripravené latky boli identifikované pomocou hmotnostného spektrometra
Synapt G2-Si. lonizacia bola uskuto¢nena v pozitivnom mode (ASAP+) a detekcia vo full
scan méde v rozmedzi m/z 50—1000 Da. Prad na kapilare bol nastaveny na 5 pA a energia
kolizie na hodnote 4. Teplota idbnového zdroja bola 120 °C. Latky, ur€ené na identifikéciu,
boli rozpustené v chloroforme na vysledna koncentraciu 10 pg-ml™®. NMR spektra boli
zmerané pomocou NMR spektrometra JINM-ECA 500, JEOL, v roztoku CDCl3 s 0,1 %
TMS. Kalibracia chemickych posunov 'H NMR a °C NMR spektier bola uskuto¢nena
pomocou CDCl3; alebo TMS. Hodnoty chemickych posunov () boli zaokrihlené na dve
desatinné miesta (uvedené v ppm jednotkach) a hodnoty interakénych konstant (J) na jedno

desatinné miesto (uvedené v Hz).

4.2 Biologicka cast’
4.2.1 Biologicky material
— Bunkové linie pochadzajuce zo zdroja The European Collection of Authenticated
Cell Cultures — ECACC (Vel’ka Britania) — zatvorke je uvedené katalogové Eislo
ECACC
— Hela— bunky rakoviny krcka maternice (93021013)
— K-562 — bunky chronickej myeloidnej leukémie (89121407)
—  Ludské fibroblasty BJ pochddzaji zo zdroja The American Type Culture Collection
— ATCC (USA) — katalogové ¢islo CRL-2522

Vsetky bunkové linie boli kultivované na sterilnych plastovych Petriho miskach
Vv kultivatnom Dulbeccovom modifikovanom Eaglovom médiu (DMEM) s pridavkom
10% fetalneho telacicho séra, L-glutaminu (2 mmol-1") a1% zmesi antibiotik
penicilin-streptomycin. Bunky boli kultivované v inkubétore pri teplote 37 °C

v atmosfére 5 % CO,.

4.2.2 Pouzité chemikalie a roztoky
Pouzité chemikalie
— Dihydrogénfosfore¢nan draselny, bezvody (Lach-Ner, kat. ¢. 30016-CPO0)
— Dimetylsulfoxid (DMSO) vhodny pre bunkové kultiry (PanReac AppliChem,
kat. ¢. 131954)
- DMEM s nizkym obsahom glukoézy (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D5546)
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Etanol 96 % (Penta, kat. ¢. 70390-11000)

Fetélne tel'acie sérum (FS), tepelne inaktivované (Biowest, kat. ¢. S1810)
Hydrogénfosfore¢nan sodny dodekahydrat (PENTA, kat. ¢. 12340-31000)
Hydroxid sodny (PENTA, kat. ¢. 15610-11000)

Chlorid draselny (Lach-Ner, kat. ¢. 30076-APO0)

Chlorid sodny (PENTA, kat.¢. 16610-31000)

Kyselina etylénglykol-bis(2-aminoetyléter)-N,N,N',N'-tetraoctova (EGTA) (Sigma-
Aldrich, kat. ¢. E3889)

Kyselina chlérovodikova 35 % (Lach-Ner, kat. ¢. 10033-A25)

L-glutamin, pre bunkové kultury (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 59202C)

MK-432 (ziskané z chemickej kniznice RNDr. Miroslava Kvasnici, Ph.D.)

MK-435 (ziskané z chemickej kniznice RNDr. Miroslava Kvasnici, Ph.D.)
Penicilin-streptomycin v 0,9 % NaCl, vhodny pre bunkové kultary — 10 000 U-ml™
penicilinu a 10 mg-ml™ streptomycinu (Sigma-Aldrich, kat. &. P4333)

Sodna sol’ resazurinu (Sigma-Aldrich, kat. ¢. R7017)

Trypsin, 25 g1 v 0,9% roztoku, vhodny pre bunkové kultary (Sigma-Aldrich, kat.
¢. T2600000)

Pouzité roztoky a ich priprava

Priprava 10% FS DMEM: 10g praskového média v 1 | sterilnej dH,O (DMEM
s nizkym obsahom glukézy — glukéza 1000 mg-1™?, glutamin 1000 mg1" a
fenolova cerven); doplnené 10 % (v/v) FS; NaHCO3 3,7 g-lfl; penicilin 100 U-mlY
streptomycin 100 pg-ml™; 2 mmol-I™* L-glutamin

Roztok 0,1% trypsinu: 0,1% (w/v) trypsin; 74,6 mmol-1? NaCl; 1,35 mmol-1?!
KCI; 0,75 mmol-1" KH,PO,; 3,2 mmol-1" Na,HPOs; 6,6 mmol-I* EGTA
ve sterilnej dH,O

Roztok EGTA v PBS: 13 mmolI* EGTA; 137 mmol-1* NaCl; 2,7 mmol-1* KCI;
1,5 mmol-1" KH,PO4; 6,4 mmol-1" Na,HPO, v sterilnej dH,O; pH upravené
pomocou 0,1 mol-I"* NaOH na vysledna hodnotu 7,2

Zasobny roztok sodnej soli resazurinu v PBS: 0,25 mmol-I* sodné sol resazurinu;
137 mmol-I"* NaCl; 2,7 mmol-1* KCI; 1,5mmol-I" KH,PO,; 6,4 mmol-1*
Na,HPO,; v sterilnej dH,O
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4.2.3 Zoznam pouZitych pristrojov a zariadeni

Analytické vahy KERN ABT 120-5DM (KERN)

Autoklav MLS-3781L (Sanyo)

Automatické pipety (Eppendorf)

CO; inkubator MCO-17AIC (Sanyo)

HIbokomraziaci box New Brunswick Innova U535 (New Brunswick Scientific)
Chladnicka Liebherr FKvsl 5413 (Liebherr)

Inverzny fluorescenény mikroskop IX-51 (Olympus)

Inverzny mikroskop Olympus CK2 (Olympus)

Laboratorne vahy KERN PCB 200-2 (KERN)

Laminarny box VBH Compact, VBH36 C2 (Steril)

Magnetické miesadlo s ohrevom AREX CerAlTop (VELP Scientifica)
Minicentrifiga MyFuge Mini (Benchmark Scientific)

Mraziak Innova (Fagor)

Multikanalova pipeta (Brand)

Odsavacka VACUSAFE (INTEGRA Biosciences)

pH meter pH 50 (XS Instruments) a sklenena pH elektroda (Sentek)
Pipetovaci nastavec accu-jet-pro (BrandTech Scientific)

Reader mikrotitracnych dosti¢iek Fluoroskan Ascent (Labsystems)
Stolna centrifuga Heraecus Megafuge 16 (Thermo Fisher Scientific)
Ultrazvukova vana VWR Ultrasonic Cleaner (VWR)

Vodné ktipel’ GFL 1032 (GFL Gesellschaft fiir Labortechnik)

4.2.4 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

4.2.4.1 Pasazovanie a vysievanie bunkovych linii

Adherentné bunkové linie

pod mikroskopom  kvoli
do laminarneho boxu. Za sterilnych podmienok bolo pomocou odsavacky odstranené staré
kultiva¢né médium. Vrstva buniek bola opatrne premyta sterilnym roztokom EGTA (3 ml),
ktory bol nasledne odsaty. Do kultivacnej nadoby bol napipetovany roztok trypsin-EGTA
(1 ml) auzatvorena kultivaéna nadoba s bunkami bola prenesena do inkubatora. EGTA
zohrava ulohu chelataéného cinidla a viaze vapenaté iony, ktoré by inhiboval pdsobenie

trypsinu. Po uplynuti 3—4 minut doslo k uvolneniu buniek z povrchu kultivaénej nadoby

Kultivacna nadoba s bunkami HelLa (alebo BJ) bola najskor skontrolovana
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(v pripade BJ bola doba kultivacie 56 minut). Kultivatnd nadoba s bunkami bola
prenesend naspit’ do laminarneho boxu. Pdsobenie trypsinu bolo zastavené pridanim 10 %
DMEM (6 ml) prostrednictvom vépenatych ionov, ktoré boli uvolnené z vizby s EGTA.
Pomocou pipetovaciecho nastavca boli  bunky rozsuspendované a prenesené
do centrifugacnej skimavky, ktora bola prenesena do centrifiigy a centifugovana pri 1000
rpm po dobu 5 mintt. Po centrifugacii bola prenesend do laminarneho boxu, supernatant
bol odsaty a pelet na dne skimavky pomocou pipetovacieho nastavca rozsuspendovany 10
% DMEM. Suspenzia buniek bola rozdelena do kultivaénych nadob a doplnenda 10 %
DMEM na objem 10 ml, tak aby celkovy pomer buniek k médiu v nadobe bol 1 : 3.
Kultivaéna nadoba bola prenesena do inkubatora. Pasazovanie buniek bolo opakované

kazdé 3 dni.

Suspenzné bunkové linie

Pasazovanie buniek K-562 bolo vykonané podl'a rovnakého postupu, ale
trypsinizacia bola v tomto pripade vynechana kvoéli tomu, ze bunky neadheruji na povrch
kultivaénej nadoby. Suspenzia buniek bola v sterilnom laminarnom boxe prenesena
z kultivacnej nadoby do centrifugacnej skimavky. Tieto bunky maju tendenciu sa prichytit’
na dno kultivatnej nddoby apreto je potrebné opidtovnym nasdvanim a spitnym
vypustanim pipety poriadne oplachnut’ dno kultiva¢nej nadoby tak, aby do centrifugacne;j
skumavky bol preneseny cely objem buniek. Pasazovanie buniek bolo taktiez opakované

kazdé 3 dni.

4.2.4.2 Priprava experimentu

Zaciato¢ny postup pri priprave experimentu sa skladal z rovnakych krokov ako pri
pasaZzovani buniek. Po centrifugicii bola centrifugacnd skiimavka premiestnena
do sterilného laminarneho boxu, supernatant bol odsaty a pelet na dne skimavky pomocou
pipetovacieho nastavca rozsuspendovany 10% DMEM (5 ml). Z dobre premieSanej
suspenzie buniek bolo pomocou automatickej pipety prenesenych 20 pl na Biirkerovu
komorku. Nasledne bolo pod svetelnym mikroskopom spocitané mnozstvo buniek v 4x4
malych S§tvorcovych poliach na komorke. Pocet buniek v 1 ml bunkovej suspenzie bol
ziskany po vynasobeni 10000. Celkovy pocet buniek v centrifugacnej skumavke bol
ziskany po vynasobeni 5. Potom boli bunky nariedené pomocou 10% DMEM pre
96-jamkovt dosti¢ku tak, aby v jednej jamke bolo 5000 buniek v 80 ul média. Nariedena

bunkova suspenzia v Petriho miske bola pomocou multikanalovej pipety prenesena
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na 96-jamkova dosticku (Obrazok 9). Pod mikroskopom bola skontrolovana koncentracia
arozmiestnenie buniek v jamkach. Takto pripravena dosticka bola prenesena

do inkubatoru, v ktorom bunky cez noc adherovali na jej dno.

- 000000000000
@ OO

900000000000

Obrazok 9: Schéma pipetovania buniek na 96-jamkovi dostiCku pre stanovenie cytotoxickej aktivity

testovanych latok. Do riadku A a H, astipca 12 bolo pomocou multikanalovej pipety prenesenych 130 pl
10% DMEM bez buniek, aby bolo zabranené pripadnému vysychaniu jamiek s bunkami (bordova farba).
Do riadkov B-G v ramci stipca 1 bolo prenesenych 100 ul 10% DMEM bez buniek, ktoré slizili ako slepa
vzorka (Gervena farba). Do riadkov B-G vramci stipcov 2-11 bolo prenesenych 80 ul 10% DMEM

s bunkami, ktor¢ boli nariedené tak, aby jedna jamka obsahovala 5000 buniek (ruzova farba).

4.2.4.3 Priprava a aplikacia latok na testovanie

Latky, ktoré boli pripravené Vv ramci bakaldrskej prace, boli rozpustené v DMSO
tak, aby vysledna koncentracia v 1,5ml mikroskimavke bola 7,5 mmol-I?. Zasobné
roztoky boli uchovavané v mraziacom boxe pri -20 °C. Zo zasobnych roztokov latok bola
V sterilnom laminarnom boxe pripravena koncentra¢na rada (Obrazok 10). Nasledne bola
96-jamkova dosticka s pripravenymi bunkami z predchddzajuceho dia premiestend
do laminarneho boxu. Do stipca 2 bolo pridanych pomocou multikanalovej pipety 20 pl
destilovanej vody. Do stipcov 3 az 11 bolo v triplikitoch multikandlovou pipetou
prenesenych po 20 ul jednotlivych latok z vopred pripravenej koncentracnej rady. Kone¢na
koncentracia DMSO v jednotlivych jamkach bola 0,5 %. Pripravené derivaty boli
testované V triplikate, v Siestich koncentraciach, ktoré boli trikrat riedené, pri¢om najvyssia
testovana koncentracia bola 50 pmol-I". Takto pripravené dosticky boli prenesené

do inkubatoru a kultivované 72 hodin (Obrazok 11).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A

B 8 ul testovanej latky + 232 pl sterilnej dH,0O

C 80 ul z predchadzajiceho riadku + 160 pl sterilnej dH,0

D 80 pl z predchadzajuceho riadku + 160 pl sterilnej dH,O

E 80 ul z predchadzajuceho riadku + 160 pl sterilnej dH,O

F 80 ul z predchadzajiaceho riadku + 160 pl sterilnej dH,O

G 80 ul z predchadzajuceho riadku + 160 pl sterilnej dH,O

H

Obriazok 10: Schéma 96-jamkovej dosti¢ky s pripravenou koncentra¢nou radou pre testovanie. V riadku B
bolo do kazdej jamky prenesenych pomocou automatickej pipety 8 ul testovanych latok. Tie boli nasledné
rozpustené v 232 ul sterilnej vody. Do riadkov C—G bolo pomocou multikanalovej pipety prenesenych 160 pl
sterilnej vody. Po dokladnom premiesani bolo prenesenych 80 pl testovanych latok z riadku B do riadku C.

Testované latky boli riedené rovnakym spdsobom az po riadok G.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

10 % DMEM bez buniek

50 50 50 50 50 50 50 50 50

16 16 16 16 16 16 16 16 16

56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56 | 56

19 119 119 (19|19 |19 |19 | 19 | 19

Kontrola

Slepa vzorka

06 | 06 | O6 | O6 | O6 | O6 | O6 | O6 | 0,6

10% DMEM bez buniek

020202 |02 |02 0202 ]| 02] 02

Il ® m mf Ol O W >

10 % DMEM bez buniek

Latka 1 Latka 2 Latka 3

Obrazok 11: Schéma 96-jamkovej dosticky s bunkami pripravend na testovanie cytotoxicity pomocou
resazurinu. Koncentracia testovanych latok v jednotlivych jamkach je uvedena v pmol-I"* Prvy stipec, ktory
obsahuje 100 pl 10% DMEM bez buniek, slizi ako slepa vzorka. Druhy stipec obsahuje 80 pl 10% DMEM
s bunkami, ktoré su kultivované s 20 pl sterilnej vody. Tento stipec sluzi ako kontrola. V stipcoch 3-11 sa
nachadza 80 pl 10% DMEM sbunkami. Do tychto stipcoch bolo pomocou multikanalovej pipety
prenesenych 20 pl testovanych latok Vv triplikatoch. Koncentracia testovanych latok klesala v dosticke

v jednotlivych stipcoch smerom nadol.
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4.2.4.4 Stanovenie viability buniek pomocou resazurinu

Po 72 hodinovej kultivacii buniek s testovanymi latkami bola pod mikroskopom
skontrolovand koncentracia buniek v jednotlivych jamkach v 96-jamkovej dosticke.
Nasledne bola premiestnena do sterilného laminarneho boxu a multikanalovou pipetou
bolo pridanych 10 pl resazurinu do jamiek (125 pg'ml™). Dosticka bola premiestnena
do inkubatora. Po 3 hodinovej inkubacii bola zmerand na fluorescencnom readeri
mikrotitracnych dosti¢iek pri hodnotach excitacie/emisie 544/590 nm. Z nameranych
hodndt bola stanovend hodnota inhibi¢nej aktivity ICsp jednotlivych latok v programe
Origin. Smerodajna odchylka (SD) bol vypocitana zhodndt ICsy z troch nezavislych
opakovani pomocou MS Excel 2007.

Resazurin je redoxné farbivo, ktoré sa pouziva za uCelom stanovenia
zivotaschopnosti buniek. Toto farbivo prechddza cez membranu do cytosolu bunky
a metabolicky aktivna bunka bunka je schopnd ho premenit na resofurin
a dihydroresofurin. Farbivo je premenené z oxidovanej modrej formy na redukovant
¢ervenu formu, ktora je fluorescentna (Obrazok 12). Mieru jej absorbancie je mozno

zmerat’ v rozmedzi 540-630 nm (Vega-Avila et Pugsley, 2011).

(I)@
N NADH/H" NAD H,0
/©: ®m /©i ;@
HO 0 (0] Mctdbolluky aktivna bunka HO
Resazurin Resofurin

Obrazok 12: Premena redoxnej (modrej) formy farbiva resazurinu metabolicky aktivnou bunkou na jeho

oxida¢nu (Cervenu) formu resofurin.

4.2.4.5 Mikroskopovanie

96-jamkové dosticky s bunkami HeLa a BJ urcené na mikroskopovanie boli
pripravené podla postupu uvedenom Vv 4.2.4.2. Priprava experimentu. Podl'a postupu
uvedenom v 4.2.4.3. Priprava a aplikécia latok na testovanie boli latky MK-432, MK-435,
22, 23 a BODIPY TR aplikované na bunky HeLa a BJ. Chemicka Struktira latok MK432,
MK-435 a BODIPY TR je uvedena na Obrazku 13. Biologicka aktivita latok bola po ich
aplikacii sledovana pomocou inverzného fluorescenéného mikroskopu v bunkdch HeLa
a BJ pri zvacseni 400% v ¢asovych bodoch: hned’ po pridani, 30 minutach, 1 hodine,
3 hodinach, 24 hodinach, 48 hodinach a 72 hodinach. V pripade pozmenenej aktivity boli
vyhotovené fotografie. Latky 23 a BODIPY TR boli pozorované pri hodnotach
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excitacie/emisie 580/610 nm a latky MK-432 a MK-435 pri hodnotach excitacie/emisie
465/535 nm.

HN” " NH,c 0,
HO,,, YO
0
-___N/ HO\\ S /
NO, \/\/\/NH
MK-432

MK-435

\ﬂ/\NHgm

BODIPY TR kadaverin

Obriazok 13: Chemicka $truktara latok MK-432, MK-435 a BODIPY TR kadaverinu.
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5 Vysledky
5.1 Chemicka cast’

V chemickej casti v ramci tejto bakalarskej prace bolo dvojstupniovou syntézou
uspesne pripravenych a identifikovanych 20 latok. Tieto latky boli v biologickej Casti
testované na ich cytotoxicku aktivitu. Vysledky testovania boli analyzované a nasledne bol
vybrany najaktivnejsi derivat, ktory bol modifikovany pre detailnejSie Studium biologickej
aktivity BR v nadorovych bunkach. Pripravené derivaty obsahovali na steroidnom skelete
hydroxylové skupiny na C-2, C-3 Vv konfigurécii a alebo B, a Sest’¢lenny B kruh s oxo

skupinou na C-6. Medzi sebou sa lisili v druhu naviazanej aminokyseliny na C-17.

5.1.1 Priprava esterov

Podla vSeobecného postupu pripravy esteru bolo nasyntetizovanych 10 latok
(Obrazok 14). Jedna sa o estery aminokyselin s vychodzim ketéonom. Amino skupina
aminokyselin je chranena Boc skupinou. Do reakcie boli pouzité alanin, valin, fenylalanin,

leucin a metionin v konfiguracii L a D. Pripravené estery boli pouzité do d’al$ej reakcie.

0—R
o
0

HN j
\ro \fo \f‘o
OK o\< OK
7 8 9 10 11
Obrazok 14: Struény prehl’ad latok pripravenych pomocou v8eobecného postupu pripravy esterov. (R)-AK,

(2) L-alanin, (3) D-alanin, (4) L-valin, (5) D-valin, (6) L-fenylalanin, (7) D-fenylalanin, (8) L-leucin, (9)

D-leucin, (10) L-metionin, (11) D-metionin.
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Ester s Boc-L-alaninom (2) a Boc-D-alaninom (3)

Podl'a vSeobecného postupu pripravy esteru boli pripravené latky 2 a 3 vo forme
bielej voskovitej pevnej latky. Chemicka reakcia bola spracovana podla postupu A.
Mobilna faza: roztok cyklohexanu a dietyléteru v pomere 3 : 2. Vysledkom bolo 310 mg
(98 %) esteru 2 a 226 mg (95 %) esteru 3.
6-Ox0-50-androst-2-én-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-alaninat (2): *H-NMR (CDCls) &
0,72 (s, 3H, 18-H); 0,81 (s, 3H, 19-H); 1,4 (d, 3H, J = 7,3 Hz, CHj3); 1,45 (s, 9H, 3xCHa);
1,97-2,05 (m, 4H); 2,35-2,39 (m, 2H); 4,31 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,72 (dd, 1H, J = 9,5
Hz, J'=7,6 Hz, H-17a); 5,05 (bd, 1H, J = 7,9 Hz, HN); 5,57 (m, 1H, H-2), 5,69 (m, 1H, H-
3). ®C-NMR & 11,98; 13,50; 18,98; 20,57; 21,67; 23,21; 27,13; 28,31 (3xC); 36,44; 37,35;
39,28; 39,95; 43,11; 46,37; 49,30; 51,04; 53,22; 53,80; 79,77, 82,99; 124,37, 124,88,
155,04; 173,36; 211,35. HRMS: (API+) vypocitané pre Co7HuNOs ([M+H]Y): 460,3063;
najdené: 460,3065.
6-Ox0-50-androst-2-én-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-alaninat (3): *H-NMR (CDCls) &
0,73 (s, 3H, 18-H); 0,82 (s, 3H, 19-H), 1,38 (d, 3H, J = 7 Hz, CH3); 1,45 (s, 9H, 3xCH3);
1,98-2,06 (m, 4H); 2,35-2,39 (m, 2H); 4,31 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,67 (dd, 1H, J = 9,3
Hz, J'= 7,8 Hz, H-170 ); 5,04 (bd, 1H, J = 6,7 Hz, HN); 5,57 (m, 1H, H-2); 5,69 (m, 1H,
H-3). *C-NMR & 11,95; 13,51; 18,74; 20,58; 21,68; 23,25; 27,28; 28,31 (3xC); 36,38;
37,36; 39,29; 39,98; 42,99; 46,41; 49,21; 51,05; 53,25; 53,82; 79,74; 83,16; 124,42;
124,88; 155,09; 173,34; 211,41. HRMS: (API+) vypocitané pre Co7H4oNOs ([M+H]"):
460,3063; najdené: 460,3065.

Ester s Boc-L-valinom (4) a Boc-D-valinom (5)

Latky 4 a 5 boli pripravené podl'a v§eobecného postupu pripravy esteru. Chemicka
reakcia bola spracovana podla postupu A. Mobilna faza: roztok dietyléteru a cyklohexanu
v pomere 9 : 1. Estery 4 (175 mg, 69 %) a5 (195 mg, 77 %) boli ziskané vo forme bicle;j
pevnej latky.
6-Ox0-50-androst-2-én-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-valinat (4): *H-NMR (CDCls) &
0,72 (s, 3H, 18-H); 0,82 (s, 3H, 19-H); 0,9 (d, 3H, J = 7 Hz, CH3); 0,98 (d, 3H, J = 6,7 Hz,
CHj3); 1,45 (s, 9H, 3xCH3); 1,97-2,05 (m, 4H); 2,35-2,39 (m, 2H); 4,23 (m, 1H, NH-CH-
CO); 4,71 (t, 1H, J = 8,4 Hz, H-17a); 5,03 (bd, 1H, HN); 5,57 (m, 1H, H-2); 5,69 (m, 1H,
H-3). ®C-NMR § 12,13; 13,51; 17,50; 19,02; 20,59; 21,68; 23,26; 27,24; 28,31(3xC);
31,38; 36,47; 37,34; 39,28; 39,96; 42,98; 46,37; 51,01; 53,24; 53,80; 58,59; 79,68; 83,10;
124,37; 124,91; 155,67; 172,37; 211,35. HRMS: (API+) vypocitané pre CagHssNOs
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(IM+H]") 488,3376; najdené 488,3376.

6-Ox0-50-androst-2-én-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-valinat (5): *H-NMR (CDCls) &
0,73 (s, 3H, 18-H); 0,83 (s, 3H, 19-H), 0,89 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs); 0,97 (d, 3H, J = 7
Hz, CHs); 1,45 (s, 9H, 3xCHs); 1,98-2,06 (m, 4H); 2,35-2,39 (m, 2H); 4,23 (m, 1H, NH-
CH-CO); 4,66 (t, 1H, J = 8,4 Hz, H-17a); 5,03 (bd, 1H, HN); 5,57 (m, 1H, H-2); 5,69 (m,
1H, H-3). ®C-NMR & 12,04; 13,51; 17,56; 18,90; 20,58; 21,68; 23,27; 27,30; 28,30 (3xC);
31,29; 36,35; 37,36; 39,29; 39,99; 42,88; 46,40; 50,96; 53,26; 53,82; 58,45; 79,66; 83,22;
124,42; 124,87; 153,54; 172,06; 211,40. HRMS: (API+) vypocitané pre CygHisNOs
(IM+H]") 488,3376; najdené 488,3379.

Ester s Boc-L-fenylalaninom (6) a Boc-D-fenylalanimom (7)

Latky 6 a 7 boli pripravené podla v§eobecného postupu pripravy esteru. Chemicka
reakcia bola spracovana podl'a postupu A. Mobilna faza: roztok cyklohexanu a dietyléteru
v pomere 15 : 7. Estery 6 (281 mg, 100 %) a 7 (282 mg, 101 %) boli ziskané vo forme
bielej peny.
6-Ox0-5a-androst-2-én-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-fenylalaninat (6) *H-NMR (CDCls)
60,72 (s, 3H, 18-H); 0,74 (s, 3H, 19-H) 1,42 (s, 9H, 3xCHz3); 1,97-2,06 (m, 4H); 2,15—
2,30 (m, 2H); 2,35-2,38 (m, 2H); 3,04-3,13 (m, 2H); 4,59 (m, 1H, NH-CH-CO) 4,62 (t,
1H.J = 8,4 Hz, H-17a); 4,96 (bd, 1H, J = 8,6 Hz, HN), 5,57 (m, 1H, H-2); 5,7 (m, 1H, H-
3); 7,16 (m, 2H); 7,25 (d, 1H, J = 7,3 Hz); 7,29 (m, 2H). *C-NMR & 11,94; 13,51; 20,53;
21,68; 23,25; 27,29; 28,30 (3xC); 36,32; 37,31; 38,59; 39,29; 39,95; 42,85; 46,37; 50,96;
53,23; 53,81; 54,50; 56,36; 79,84; 83,44; 124,39; 124,90; 126,96; 128,53; 129,31; 136,04,
136,29; 155,02; 171,94; 211,36. HRMS: (API+) vypoéitané pre CasHaNOs ([M+H]'):
536,3376; najdené: 536,3379.
6-Ox0-50-androst-2-én-17p-yl  N-(t-butoxykarbonyl)-D-fenylalaninat  (7) 'H-NMR
(CDCl3) 6 0,71 (s, 3H, 18-H); 0,72 (s, 3H, 19-H); 1,43 (s, 9H, 3xCHj3); 1,96-2,05 (m, 5H);
2,36 (dd, 2H, J = 13,1 Hz, J'= 4,3 Hz); 3,08 (d, 2H, J = 6,7 Hz); 4,58 (m, 1H, NH-CH-
CO); 4,62 (dd, 1H, J =9,2 Hz, J'= 7,6 Hz, H-170); 5,0 (bd, J = 8,3 Hz, HN); 5,57 (m, 1H,
H-2); 5,69 (m, 1H, H-3); 7,16 (m, 2H); 7,25 (d, 1H, J = 7,3 Hz); 7,29 (m, 2H). *C-NMR &
11,87; 13,50; 20,54; 21,68; 23,23; 26,88; 27,07; 28,30 (3xC); 31,66; 36,30; 37,33; 38,44;
39,28; 39,96; 42,97; 46,39; 50,97; 53,23; 53,82; 54,37, 79,84, 83,36; 124,41, 124,88,
126,95; 128,48; 129,38; 136,04; 155,05; 171,88; 211,40. HRMS: (API+) vypocitané pre
Ca3H46NOs ([M+H]"): 536,3376; najdené: 536,3377.
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Ester s Boc-L-leucinom (8) a Boc-D-leucinom (9)

Latky 8 a 9 boli ziskané podl'a v§eobecného postupu pripravy esteru. Reakéna zmes
bola spracovana podl'a postupu A. Mobilna faza: roztok cyklohexanu a dietyléteru
v pomere 15 : 7. Ester 8 (198 mg, 76 %) bol ziskany vo forme bielej pevnej latky a ester 9
(225 mg, 86 %) vo forme peny.
6-Ox0-50-androst-2-én-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-leucinat (8):*H-NMR (CDCls) &
0,72 (s, 3H, 18-H); 0,81 (s, 3H, 19-H); 0,95 (d, 6H, J = 6,7 Hz, 2xCHg); 1,44 (s, 9H,
3xCHg); 1,97-2,05 (m, 4H); 2,18-2,29 (m, 2H); 2,35-2,39 (m, 2H); 4,30 (m, 1H, NH-CH-
CO); 4,68 (t, 1H, J = 8,4 Hz, H-17a); 4,9 (bd, 1H, HN); 5,57 (m, 1H, H-2); 5,69 (m, 1H,
H-3). ®C-NMR & 12,06; 13,50; 20,59; 21,67; 22,05; 22,76; 23,25; 24,83; 27,22;
28,31(3xC); 36,43; 37,33; 39,27; 39,96; 42,14; 42,99; 46,37; 51,01; 52,20; 53,22; 53,79;
79,71; 83,06; 124,38; 124,89; 155,30; 173,47; 211,39. HRMS: (API+) vypocitané pre
CaoH4sNOs ([M+H]"): 502,3532; najdené: 502,3535.
6-Ox0-50-androst-2-én-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-leucinat (9): *H-NMR (CDCls) &
0,73 (s, 3H, 18-H) 0,82 (s, 3H, 19-H); 0,95 (d, 6H, J = 6,7 Hz, 2xCH3); 1,45 (s, 9H,
3xCHg); 1,98-2,05 (m, 4H); 2,16-2,30 (m, 2H); 2,35-2,39 (m, 2H); 4,30 (m, 1H, NH-CH-
CO); 4,66 (dd, 1H,J=9,2 Hz, J'=7,9 Hz, H-170); 4,89 (bd, 1H, J = 8,6 Hz, HN); 5,57 (m,
1H, H-2); 5,69 (m, 1H, H-3). *C-NMR § 11,97; 13,51; 20,58; 21,68; 22.09; 22,72; 23,26;
24,82; 27,22; 28,31(3xC); 36,38; 37,37; 39,29; 40,00; 41,96; 42,99; 46,41; 51,03; 52,13;
53,25; 53,82; 79,72; 83,09; 124,43; 124,87; 155,34; 173,42; 211,44. HRMS: (API+)
vypocéitané pre CoHigNOs ([M+H]"): 502,3532; najdené: 502,3537.

Ester s Boc-L-metioninom (10) a Boc-D-metioninom (11)

Podla vSeobecného postupu pripravy esteru boli pripravené latky 10 a1l.
Chemicka reakcia bola spracovana podl’a postupu A. Mobilna faza: roztok cyklohexanu
a dietyléteru v pomere 3 : 2. Latky 10 (270 mg, 96 %) a 11 (244 mg, 90 %) boli ziskané
v bielej voskovitej forme.
6-Ox0-50-androst-2-én-17p-yl  N-(t-butoxykarbonyl)-L-methioninat ~ (10): ‘*H-NMR
(CDCl3) 6 0,72 (s, 3H, 18-H); 0,82 (s, 3H, 19-H); 1,45 (s, 9H, 3 x CH3); 2,0-2,01 (m, 3H);
2,11 (s, 3H); 2,35-2,39 (m, 2H); 2,53-2,57 (m, 2H); 4,42 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,70 (t,
1H, J = 8,4 Hz, H-170); 5,13 (bd, 1H, J = 8,6 Hz, HN); 5,57 (m, 1H, H-2); 5,69 (m, 1H, H-
3). *C-NMR § 12,12; 13,50; 15,48; 20,57; 21,67; 23,23; 27,20; 28,29 (3 x C); 29,95;
32,45; 36,49; 37,31, 39,27; 39,95; 43,01; 46,35; 50,97; 52,91; 53,21, 53,80; 79,96; 83,43;
124,37; 124,88; 155,27; 172,28; 211,33. HRMS: (API+) vypocitané¢ pre CpoHasNOsS
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([M+H]"): 520,3097; najdené: 520,3102.

6-Ox0-5a-androst-2-én-17p-yl  N-(t-butoxykarbonyl)-D-methioninat ~ (11): 'H-NMR
(CDCls) 6 0,73 (s, 3H, 18-H); 0,82 (s, 3H, 19-H); 1,45 (s, 9H, 3 x CHj3); 2,00-2,01 (m,
3H); 2,11 (s, 3H); 2,35-2,39 (m, 2); 2,52-2,61 (m, 2H); 4,42 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,68
(dd, 1H,J=9,2Hz, J'= 7,6 Hz, H-17w); 5,12 (bd, 1H, J = 8,6 Hz, HN); 5,57 (m, 1H, H-2);
5,69 (m, 1H, H-3). **C-NMR & 12,02; 13,50; 15,46; 20,57; 21,67; 23,25; 27,29; 28,29 (3 x
C); 29,92; 32,22; 36,37; 37,33; 39,28; 39,96; 42,99; 46,37; 50,99; 52,78; 53,23; 53,81;
79,95; 83,47; 124,39; 124,87; 155,29; 172,23; 211,32. HRMS: (API+) vypocitané pre
C29H4sNOsS ([M+H]"): 520,3097; ndjdené: 520,3101.

5.1.2 Priprava diolov

Z esterov, ktoré boli pripravené v ramci tejto bakalarskej prace v prvom stupni
syntézy, bolo podla vSeobecného postupu pripravy diolu nasyntetizovanych 10 latok.
Jednalo sa 0 zmes izomérov, ktoré boli pomocou HPLC rozdelené na minoritny 2f3,33-diol
(Obrazok 15) a majoritny 2a,3a-diol (Obrazok 16).
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Obriazok 15: Struény prehl'ad pripravenych derivatov s hydroxylovymi skupina na C-2 a C-3 v konfiguracii
B. (R) Boc-AK, (12A) Boc-L-alanin, (13A) Boc-D-alanin, (14A) Boc-L-valin, (15A) Boc-D-valin, (16A)
Boc-L-fenylalanin, (17A) Boc- D-fenylalanin, (18A) Boc-L-leucin, (19A) Boc-D-leucin, (20A) Boc-L-

metionin, (21A) Boc-D-metionin.
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Obrazok 16: Stru¢ny prehlad pripravenych derivatov s hydroxylovymi skupina na C-2 a C-3 v konfiguracii
0. (R) Boc-AK, (12B) Boc-L-alanin, (13B) Boc-D-alanin, (14B) Boc-L-valin, (15B) Boc-D-valin, (16B)
Boc-L-fenylalanin, (17B) Boc- D-fenylalanin, (18B) Boc-L-leucin, (19B) Boc-D-leucin, (20B) Boc-L-

metionin, (21B) Boc-D-metionin.

Priprava 2,3p-diolu (12A) a 2a,3a-diolu (12B) z esteru 2

Podl'a vSeobecného postupu pripravy diolu bola pripravena zesteru 2
z predchadzajicej syntézy zmes izomérov S L-alaninom. Chemicka reakcia bola
spracovana podla postupu B. Pomocou stipcovej chromatografie na silikagéle (EtOAC :
cyklohexan 9 : 1) a HPLC (EtOAcC : cyklohexan 9 : 1) boli pripravené dva izomérne dioly
12A (25 mg) a 12B (120 mg).
2PB,3p-Dihydroxy-6-oxo-5a-androstan-17-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-alaninat (12A): 'H-
NMR (CDCls) 6 0,79 (s, 3H, 18-H); 0,99 (s, 3H, 19-H); 1,39 (d, 3H, J = 7 Hz, CH3); 1,44
(s, 9H, 3xCHj3); 1,96 (m, 1H); 2,12 (dd, 1H, J = 14,5 Hz, J" = 2,9 Hz); 2,23 (dd, 1H, J =
12,2 Hz, J" = 2,4 Hz); 2,32 (dd, 1H, J = 13,0 Hz, J" = 4,4 Hz); 3,63 (m, 1H, H-2B); 4,03 (d,
1H, J = 3,1 Hz, H-3B); 4,31 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,71 (dd, 1H, J = 9,2 Hz, J" = 7,9 Hz,
H-17a); 5,06 (bd, 1H J = 7,9 Hz, HN). *C-NMR & 12,09; 15,20; 18,93; 20,99; 2321;
24,13; 27,11; 28,31 (3xC); 36,45; 36,90; 40,49; 42,30; 43,31; 45,83; 49,29; 50,97; 54,50;
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57,13; 69,01; 71,65; 79,79; 82,90; 155,05; 173,40; 210,09. HRMS: (API+) vypocitané pre
C27HaNO7 ([M+H]"): 494,3118; najdené: 494,3116.
2a,30-Dihydroxy-6-0x0-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-alaninat (12B): *H-
NMR (CDCls) 6 0,77 (s, 3H, 18-H); 0,79 (s, 3H, 19-H), 1,39 (d, 3H, J =7 Hz, CH3); 1,45
(s, 9H, 3xCHj3); 1,90-1,95 (dt, 2H, J = 15,2 Hz, oba J' = 3,4 Hz); 2,31 (dd, 1H, J = 13,1
Hz, J = 4,6 Hz); 2,7 (dd, 1H, J = 12,7 Hz, J’ = 2,9 Hz); 3,76 (m, 1H, H-2a); 4,05 (m, 1H,
H-3a); 4,31 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,72 (dd, 1H, J = 9,3 Hz, J" = 7,8 Hz, H-17a); 5,07 (bd,
1H, J = 7,2 Hz, HN). *C-NMR & 12,07; 13,56; 18,97; 20,66; 23,23; 26,25; 27,14; 28,31
(3xC); 36,38; 37,35; 40,13; 42,47; 43,27; 46,13; 49,30; 50,70; 51,01; 53,57; 68,21; 68,28;
79,82; 82,93; 155,09; 173,39; 211,47. HRMS: (API+) vypocitané pre Cy;HyNO;
(IM+H]"): 494,3118; najdené: 494,3118.

Priprava 2,3p-diolu (13A) a 2a,3a-diolu (13B) z esteru 3

Podla vSeobecného postupu pripravy diolu bola pripravena zesteru 3
z predchadzajiicej syntézy zmes izomérov s D-alaninom. Chemickd reakcia bola
spracovana podl'a postupu B. Pomocou stipcovej chromatografie na silikagéle (EtOAC :
cyklohexan 9 : 1) a HPLC (EtOAcC : cyklohexan 9 : 1) boli pripravené dva izomérne dioly
13A (25 mg) a 13B (58 mg).
2PB,3p-Dihydroxy-6-oxo-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-alaninat (13A): ‘H-
NMR (CDCls) 6 0,78 (s, 3H, 18-H); 0,96 (s, 3H, 19-H); 1,34 (d, 3H, J = 7,3 Hz, CHjy);
1,42 (s, 9H, 3xCHj3); 1,94 (m, 1H); 2,08 (dd, 1H, J = 14,5 Hz, J'= 2,9 Hz); 2,21 (dd, 1H, J
=12,2Hz,J =2,4 Hz); 2,29 (dd, 1H, J = 13,1 Hz, J'= 4,6 Hz); 2,43 (bs, 6H); 3,56 (m, 1H,
H-2p); 3,97 (m, 1H, H-3B); 4,26 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,62 (dd, 1H,J =9,2 Hz, J'= 7,6
Hz, H-17a); 5,06 (bd, 1H J = 7,2 Hz, HN). *C-NMR & 11,96; 15,09; 18,45; 20,93; 23,18;
23,74; 27,19; 28,21 (3xC); 29,69; 36,30; 36,91; 40,54; 42,18; 43,12; 49,47; 50,88; 54,44,
57,16, 68,83; 71,13; 79,83; 83,11; 155,18; 173,41; 210,96. HRMS: (API+) vypocitané pre
C27HuNO7 ([M+H]"): 494,3118; najdené: 494,3121.
2a,3a-Dihydroxy-6-oxo-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-alaninat (13B): *H-
NMR (CDCls) 6 0,74 (s, CHs, 18-H); 0,79 (s, CHs, 19-H); 1,35 (d, 3H, J = 7 Hz, CHjy);
1,43 (s, 9H, 3xCHa); 1,97-2,04 (m, 2H); 2,28 (dd, 1H, J = 13,1 Hz, J'= 4,6 Hz); 2,47 (bs,
3H); 2,68 (dd, 1H, J = 12,5 Hz, J'= 2,4 Hz); 3,71 (m 1H, H-2a); 4,01 (m, 1H, H-3a); 4,27
(m, 1H, NH-CH-CO); 4,64 (dd, 1H, J = 9,2 Hz, J'= 7,9 Hz, H-17a); 5,05 (bd, 1H J = 7,2
Hz, HN). ®*C-NMR & 11,96; 13,50; 18,54; 20,63; 23,20; 26,20; 27,21; 28,25 (3xC); 29,62;
36,26; 37,32; 39,94; 42,45; 43,10; 46,09; 49,63; 50,71; 50,96; 53,51; 68,11; 79,84, 83,10;
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155,17; 173,39; 211,93. HRMS: (API+) vypocitané pre Co7HuNO7 ([M+H]"): 494,3118;
najdené: 494,3123.

Priprava 2f,3p-diolu (14A) a 20,3a-diolu (14B) z esteru 4

Podla vSeobecného postupu pripravy diolu bola pripravena zesteru 4
z predchadzajucej syntézy zmes izomérov S L-valinom. Chemicka reakcia bola spracovana
podl'a postupu B. Pomocou stipcovej chromatografie na silikagéle (dietyléter : chloroform
9:1) aHPLC (dietyléter : chloroform 9 : 1) boli pripravené dva izomérne dioly 14A
(20 mg) a 14B (80 mg).
2B,3p-Dihydroxy-6-0x0-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-valinat (14A): ‘H-
NMR (CDCls) 6 0,81 (s, 3H, 18-H); 0,90 (s, 3H, 19-H); 0,98 (d, 3H, J = 7,0 Hz, CHj3);
1,00 (s, 3H, CH3); 1,45 (s, 9H, 3xCHj3); 1,96 (t, 2H, J = 12,5 Hz); 2,13 (dd, 2H, J = 14,5
Hz, J'=2,9 Hz); 2,23 (m, 1H); 2,34 (dd, 1H, J = 12,8 Hz, J'= 4,3 Hz); 3,64 (m, 1H, H-2p);
4,04 (d, 1H, J = 3,1 Hz, H-3B); 4,23 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,70 (dd, 1H, J =7,9 Hz, J'=
9,7 Hz, H-170); 5,04 (bd, 1H, J = 8,9 Hz, HN). *C-NMR & 12,23; 15,23; 17,50; 19,02;
21,02; 23,27; 24,17; 27,23; 28,31 (3xC); 31,35; 36,48; 36,89 40,48; 42,30; 43,18; 45,82;
50,95; 54,53; 57,10; 58,60; 69,02; 71,69; 79,73; 83,01; 155,68; 172,40; 209,98. HRMS:
(API+) vypocitané pre CagHasNOg ([(M-H,0)+H]"): 504,3325; najdené: 504,3329.
2a,3a-Dihydroxy-6-oxo-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-valinat (14B): 'H-
NMR (CDCls) 6 0,76 (s, 3H, 18-H); 0,80 (s, 3H, 19-H); 0,90 (d, 3H, J = 7,0 Hz, CHy);
0,97 (d, 3H, J = 7,0 Hz, CH3); 1,45 (s, 9H, 3xCHj3); 1,92 (dt, 2H, J = 15,2, oba J = 3,4 Hz);
2,01 (t, 1H, J = 12,7 Hz); 2,11 (dd, 2H, J = 3,8 Hz, J'= 2,6 Hz); 2,31 (dd, 1H, J = 13,1 Hz,
J'=4,6 Hz); 2,70 (dd, 1H, J = 12,5 Hz, J'= 2,8 Hz); 3,76 (m, 1H, H-2a); 4,05 (d, 1H, J =
3,1 Hz, H-3a); 4,22 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,70 (t, 1H, J = 8,6 Hz, H-17a); 5,05 (bd, 1H, J
= 9,2 Hz, HN). C-NMR 5 12,19; 13,55; 17,51; 19,01; 20,66; 23,25; 26,25; 27,23; 28,30
(3xC); 31,25; 36,38; 37,31; 40,10; 42,46; 43,11, 46,10; 50,68; 50,95; 53,55; 58,58; 68,18;
68,27; 79,73; 83,04; 155,68; 172,37; 211,49. HRMS: (API+) vypocitané pre CagHisNO;
([M+H]"): 522,3431; nijdené: 522,3428.

Priprava 2f,3p-diolu (15A) a 2a,3a-diolu (15B) z esteru 5

Podl'a vsSeobecného postupu pripravy diolu bola pripravena zesteru 5
z predchadzajucej syntézy zmes izomérov S D-valinom. Chemické reakcia bola spracovana
podl'a postupu B. Pomocou stipcovej chromatografie na silikagéle (dietyléter : chloroform

9:1) aHPLC (dietyléter : chloroform 9 : 1) boli pripravené dva izomérne dioly 15A
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(16 mg) a 15B (94 mg).

2PB,3p-Dihydroxy-6-oxo-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-valinat (15A): ‘H-
NMR (CDCl3) & 0,82 (s, 3H, 18-H); 0,89 (s, 3H, 19-H); 0,96 (d, 3H, J = 7,0 Hz, CHs);
1,00 (s, 3H, CHs); 1,45 (s, 9H, 3xCHs); 1,96 (t, 2H, J = 12,7 Hz); 2,21-2,24 (m, 2H); 2,33
(dd, 1H, J = 13,1 Hz, J'= 4,3 Hz): 3,64 (m, 1H, H-2p); 4,04 (d, 1H, J = 3,1 Hz, H-3p); 4,22
(m, 1H, NH-CH-CO): 4,65 (t, 1H, J = 8,4 Hz, H-17a); 5,03 (bd, 1H, J = 8,9 Hz, HN). **C-
NMR § 12,16; 15,23; 17,56; 18,90; 21,01; 23,28; 24,17; 27,29; 28,30 (3xC); 31,26; 36,37;
36,90; 40,51; 42,34; 43,08; 45,86; 50,91; 54,56; 57,13; 58,48; 69,03; 71,69; 79,73; 83,15;
155,69; 172,33; 210,05. HRMS: (API+) vypoé&itané pre CaoHssNO7 ([M+H]") 522,3431;
najdené 522,3434.

2a,3a-Dihydroxy-6-oxo0-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-valinat (15B): ‘H-
NMR (CDCls) & 0,77 (s, 3H, 18-H); 0,81 (s, 3H, 19-H); 0,89 (d, 3H, J = 6,7 Hz, CHs):
0,96 (d, 3H, J = 7 Hz, CH3); 1,45 (s, 9H, 3xCH3); 1,93 (dt, 1H, J = 15,2 Hz, oba J'= 3,2
Hz); 2,02 (t, 3H, J = 12,5 Hz); 2,13 (dd, 1H, J = 11,6 Hz, J'= 6,7 Hz); 2,31 (dd, J = 13,0
Hz, J'= 4,4 Hz); 2,71 (dd, 1H, J = 12,4 Hz, J'= 4,2 Hz); 3,77 (m, 1H, H-2a); 4,05 (d, 1H, J
= 2,4 Hz, H-30); 4,22 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,66 (dd, 1H, oba J = 9,2 Hz, J'= 7,6 Hz, H-
17a); 5,05 (bd, 1H, J = 8,9 Hz, HN). *C-NMR & 12,11; 13,57; 17,56; 18,89; 20,66; 23,27;
26,23; 27,29; 28,30 (3xC); 31,21; 36,27; 37,34; 40,13; 42,49; 43,03; 46,14; 50,69; 50,93;
53,57; 58,45; 68,19; 68,28; 79,73; 83,13; 155,70; 172,32; 211,53. HRMS: (API+)
vypocitané pre CogHagNO7 ([M+H]") 522,3431; najdené 522,3436.

Priprava 2p,3p-diolu (16A) a 2a,3a-diolu (16B) z esteru 6

Podla vSeobecného postupu pripravy diolu bola pripravend zesteru 6
z predchadzajucej syntézy zmes izomérov S L-fenylalaninom. Chemickd reakcia bola
spracovana podla postupu B. Pomocou stipcovej chromatografie na silikagéle (EtOAC :
cyklohexan 4 : 1) a HPLC (EtOAc : cyklohexan 13 : 7) boli pripravené dva izomérne dioly
16A (13 mg) a 16B (65 mg).
2[3,3p-Dihydroxy-6-o0xo0-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-fenylalaninat (16A):
'H-NMR (CDCls) & 0,73 (s, 3H, 18-H): 0,99 (s, 3H, 19-H); 1,42 (s, 9H, 3xCH3); 1,95 (m,
1H); 2,13 (dd, 1H, J = 14,7 Hz, J'= 3,1 Hz); 2,23 (dd, 1H, J = 12,1 Hz, J'= 2,0 Hz); 2,32
(dd, 1H J = 13,1 Hz, J'= 4,3 Hz); 3,03-3,13 (m, 2H), 3,64 (m, 1H, H-2p); 4,04 (q, 1H, J =
3,4 Hz, H-3p); 4,58 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,62 (m, 1H, H-17a); 4,95 (bd, 1H, J = 8,3 Hz,
HN); 7,16 (m, 2H); 7,25 (d, 1H, J = 7,0 Hz); 7,29 (m, 2H). *C-NMR § 12,04; 15,21;
20,96; 23,26; 24,17; 27,28; 28,28 (3xCHgs); 29,68; 36,33; 36,84; 38,55; 40,47; 42,32;
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43,05; 45,82; 50,90; 54,52; 57,11; 69,02; 71,68; 79,88; 83,34; 126,98; 128,55 (2xC);
129,30 (2xC); 136,03, 155,12; 172,02; 210,07. HRMS: (API+) vypoéitané pre C33HssNOg
([(M-H,0)+H]"): 552,3325; najdené: 552,3328.
2a,30-Dihydroxy-6-0xo-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-fenylalaninat
(16B):*H-NMR (CDCl3) § 0,72 (s, 3H, 18-H); 0,76 (s, 3H, 19-H); 1,42 (s, 9H, 3xCHs);
1,92 (dt, 1H, J = 15,0 Hz, oba J'= 3,4 Hz); 2,30 (dd, 1H, J = 13,1 Hz, J'= 4,6 Hz); 3,03—
3,13 (m, 2H); 3,75 (m, 1H, H-2a); 4,05 (q, 1H, J = 3,1 Hz, H-3a); 4, 57 (m, 1H, NH-CH-
CO); 4,62 (m, 1H, H-17a); 5,0 (bd, 1H, J = 8,3 Hz, HN); 7,16 (m, 2H); 7,25 (d, 1H, J=7,0
Hz); 7,29 (d, 2H, J = 7,6 Hz). ®*C-NMR 5 12,01; 13,55; 20,62; 23,25; 26,27; 27,28; 28,28
(3xCHg); 31,21; 36,26; 37,37; 38,54; 40,11; 42,44; 42,99; 46,09; 50,66; 50,92; 53,52;
54,45; 68,25; 79,89; 83,40; 126,98; 128,52 (2xC); 129,29 (2xC); 136,02; 155,03; 172,00;
211,54. HRMS: (API+) vypoéitané pre CasHigNO; ([M+H]"): 570,3431; najdené:
570,3428.

Priprava 2p,3p-diolu (17A) a 2a,3a-diolu (17B) z esteru 7

Podl'a vSeobecného postupu pripravy diolu bola pripravend zesteru 7
z predchadzajucej syntézy zmes izomérov S D-fenylalaninom. Chemickéd reakcia bola
spracovana podla postupu B. Pomocou stipcovej chromatografie na silikagéle (EtOAC :
cyklohexan 4 : 1) a HPLC (EtOAc : cyklohexan 13 : 7) boli pripravené dva izomérne dioly
17A (21 mg) a 17B (100 mg).
2p,3B-Dihydroxy-6-0xo-5a-androstan-1783-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-fenylalaninat (17A):
'H-NMR (CDCls) 0,70 (s, 3H, 18-H); 0,98 (s, 3H, 19-H); 1,43 (s, 9H, 3xCHs); 1,94 (m,
1H); 2,11-2,13 (m, 2H); 2,22 (d, 1H, J = 10,1 Hz); 2,31 (dd, 1H, J = 13,0 Hz, J'= 4,4 Hz),
3,07 (d, 2H, J = 6,4 Hz); 3,64 (bs, 1H, H-2B); 4,04 (bs, 1H, H-3B); 4,56 (m, 1H, NH-CH-
CO); 4,61 (dd, 1H, J = 9,5 Hz, J'= 7,6 Hz, H-170); 5,01 (bd, J = 7,9 Hz, HN); 7,14-7,16
(m, 2H); 7,24 (d, 1H, J = 9,5 Hz); 7,28 (m, 2H). *C-NMR § 12,00; 15,20; 20,98; 23,25;
24,19, 27,08; 28,30 (3xC); 26,69; 36,33; 36,88; 38,44, 40,49; 42,34, 43,04, 45,86; 50,91,
54,54, 57,13; 69,04, 71,71; 79,89; 83,30; 126,97; 128,49 (2xC); 129,37 (2xC); 136,02,
155,05; 171,89; 209,96. HRMS: (API+) vypocitané pre CasHigNO7 ([M+H]") 570,3431;
najdené 570,3433.
2a,30-Dihydroxy-6-0xo-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-fenylalaninat (17B):
'H-NMR (CDCls) 0,70 (s, 3H, 18-H); 0,98 (s, 3H, 19-H); 1,43 (s, 9H, 3xCHs); 1,94 (m,
1H); 2,11-2,13 (m, 2H); 2,22 (d, 1H, J = 10,1 Hz); 2,31 (dd, 1H, J = 13,0 Hz, J'= 4,4 Hz),
3,07 (d, 2H, J = 6,4 Hz); 3,64 (bs, 1H, H-2B); 4,04 (bs, 1H, H-3B); 4,56 (m, 1H, NH-CH-
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CO); 4,61 (dd, 1H, J = 9,5 Hz, J'= 7,6 Hz, H-170); 5,01 (bd, J = 7,9 Hz, HN); 7,14-7,16
(m, 2H); 7,24 (d, 1H, J = 9,5 Hz); 7,28 (m, 2H). *C-NMR & 11,89; 13,49; 20,58; 23,18;
26,83; 27,01; 28,24 (3xC); 29,62; 36,19; 37,27; 38,36; 40,00; 42,43; 43,07; 46,06; 50,64;
50,88; 53,46; 54,35; 68,12; 79,92; 83,27; 126,92; 128,42 (2xC); 129,30 (2xC); 135,94;
155,08; 171,90; 211,72. HRMS: (API+) vypo&itané pre CasHigNO; ([M+H]") 570,3431;
najdené 570,3428.

Priprava 2f,3p-diolu (18A) a 2a,3a-diolu (18B) z esteru 8

Podl'a vSeobecného postupu pripravy diolu bola pripravena zesteru 8
z predchadzajucej syntézy zmes izomérov S L-leucinom. Chemickd reakcia bola
spracovana podl'a postupu B. Pomocou stipcovej chromatografie na silikagéle (EtOAC :
cyklohexan 4 : 1) a HPLC (EtOACc : cyklohexan 13 : 7) boli pripravené dva izomérne dioly
18A (29 mg) a 18B (83 mg).
2PB,3p-Dihydroxy-6-oxo-5a-androstan-17-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-leucinat (18A): 'H-
NMR (CDCl3) 6 0,8 (s, 3H, 18-H); 0,95 (d, 6H, J = 6,4 Hz, 2xCHj3); 0,99 (s, 3H, 19-H);
1,44 (s, 9H, 3xCHj3); 1,96 (m, 1H); 2,12 (dd, 1H, J = 14,5 Hz, J'= 2,9 Hz); 2,23 (dd, 1H, J
=12,2 Hz, J'= 2,4 Hz); 2,33 (dd, 1H, J = 13,0 Hz, J'= 4,4 Hz); 3,63 (m, 1H, H-2pB); 4,03
(9, 1H, J = 3,1 Hz, H-3pB); 4,29 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,67 (dd, 1H, J=9,2 Hz, J'= 7,6 Hz,
H-170); 4,91 (bd, 1H, J = 8,9 Hz, HN). ®*C-NMR & 12,18; 15,21; 21,02; 22,02; 22,77;
23,26; 24,14; 24,82; 27,22; 28,31(3xC); 36,45; 36,88; 40,50; 42,09; 42,29; 43,19; 45,83;
50,95; 52,21; 54,52; 57,11; 69,01; 71,66; 79,76; 82,97; 155,32; 173,51; 210,08. HRMS:
(API+) vypocitané pre CzoHagNOg ([(M-H,0)+H]"): 518,3482; najdené: 518,3485.
2a,3a-Dihydroxy-6-oxo-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-leucinat (18B): *H-
NMR (CDCls3) 6 0,77 (s, 3H, 18-H); 0,80 (s, 3H 19-H); 0,95 (d, 6H, J = 6,4 Hz, 2xCHj3);
1,44 (s, 9H, 3xCHs); 1,93 (dt, 1H, J = 15,0 Hz, oba J'= 3,4 Hz ), 2,02 (m, 1H); 2,31 (dd,
1H, J = 13,1 Hz, J'= 4,6 Hz); 2,70 (dd, 1H, J = 12,5 Hz, J'= 3,1 Hz); 3,76 (m, 1H, H-2a);
4,05 (g, 1H, J = 3,1 Hz, H-3a); 4,3 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,68 (dd, 1H, J=9,2Hz, J'=7,6
Hz, H-17a); 4,93 (bd, 1H, J = 8,9 Hz, HN). *C-NMR § 12,14; 13,56; 20,67; 22,03; 22,77;
23,26; 24,82; 26,25; 27,22; 28,31(3xC); 36,37; 37,32; 40,11; 42,10; 42,48; 43,13; 46,12,
50,68; 50,97; 52,19; 53,55; 68,20; 68,27; 79,77, 83,00; 155,34; 173,51; 211,52. HRMS:
(API+) vypocitané pre C3HsoNO; ([M+H]"): 536,3587; najdené: 536,3582.

Priprava 2p,3p-diolu (19A) a 2a,3a-diolu (19B) z esteru 9

Podl'a vSeobecného postupu pripravy diolu bola pripravend zesteru 9
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z predchadzajucej syntézy zmes izomérov S D-leucinom. Chemicka reakcia bola
spracovana podla postupu B. Pomocou stipcovej chromatografie na silikagéle (EtOAC :
cyklohexan 4 : 1) a HPLC (EtOAc : cyklohexan 13 : 7) boli pripravené dva izomérne dioly
19A (20 mg) a 19B (60 mg).

2PB,3p-Dihydroxy-6-oxo-5a-androstan-17-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-leucinat (19A): ‘H-
NMR (CDCls) & 0,81 (s, 3H, 18-H); 0,95 (d, 6H, J = 6,7 Hz, 2xCH3); 0,99 (s, 3H, 19-H);
1,44 (s, 9H, 3xCHj3); 1,96 (m, 1H); 2,13 (dd, 1H, J = 14,7 Hz, J'= 3,1 Hz), 2,23 (dd, 1H, J
=12,2 Hz, J'= 2,4 Hz); 2,33 (dd, 1H, J = 13 Hz, J'= 4,4 Hz); 3,64 (m, 1H, H-2B); 4,05 (m,
1H, H-3B); 4,29 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,65 (dd, 1H, J = 9,2 Hz, J'= 7,9 Hz, H-170); 4,90
(bd, 1H, J = 8,9 Hz, HN). ¥C-NMR & 12,07; 15,22; 21,01; 22,04; 22,72; 23,27; 24,14;
27,22; 28,30 (3xC); 36,92; 40,51; 41,90; 42,35; 43,18; 45,86; 50,96; 52,13; 54,54; 57,13;
69,04; 71,67; 79,79; 83,04; 128,82; 130,92; 155,39; 173,47; 210,18. HRMS: (API+)
vypocéitané pre CzoHsoO;N ([M+H]") 536,3587; najdené 536,3585.
2a,30-Dihydroxy-6-0xo0-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-leucinat (19B): ‘H-
NMR (CDCls) 8 0,76 (s, 3H, 18-H); 0,80 (s, 3H, 19-H); 0,94 (d, 6H, J = 6,7 Hz, 2xCH3);
1,44 (s, 9H, 3xCH3) 1,91 (dt, 1H, J = 15,3 Hz, oba J'= 3,4 Hz); 2,01 (t, 1H, J = 12,8 Hz);
2,3 (dd, 1H, J = 13,1 Hz, J'= 4,6 Hz); 2,70 (d, 1H, J = 11,3 Hz); 3,76 (m, 1H, H-2a); 4,05
(9, 1H, J = 3,1 Hz, H-30); 4,28 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,66 (dd, 1H, J=9,2 Hz, J'= 7,9 Hz,
H-170); 4,94 (bd, 1H, J = 8,9 Hz, HN). *C-NMR & 12,01; 13,54; 20,66; 22,03; 22.69;
23,24; 24,79; 26,22; 27,20; 28,28 (3xC); 36,30; 37,34; 40,08; 41,86; 42,48; 43,12; 46,13;
50,68; 50,98; 52,10; 53,55; 68,18; 68,26; 79,79; 83,03; 155,41; 173,74; 211,67. HRMS:
(API+) vypocitané pre C3oHsoO;N ([M+H]") 536,3587; najdené 536,3592.

Priprava 2§,3p-diolu (20A) a 2a,3a-diolu (20B) z esteru 10

Podla vSeobecného postupu pripravy diolu bola pripravend zesteru 10
z predchadzajucej syntézy zmes izomérov S L-metioninom. Chemickd reakcia bola
spracovana podla postupu B. Pomocou stipcovej chromatografie na silikagéle (EtOAC :
metanol 19 : 1) a HPLC (EtOAc : cyklohexan 4 : 1) boli pripravené dva izomérne dioly
20A (13 mg) a 20B (54 mg).
2B,3B-Dihydroxy-6-oxo-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-methioninat (20A):
'H-NMR (CDCl3) & 0,82 (s, 3H, 18-H); 0,99 (s, 3H, 19-H); 1,25-1,26 (m, 4H, 2xCH,);
1,45 (s, 9H, 3xCHa); 1,96 (t, 1H, J = 12,8 Hz); 2,05 (s, 1H); 2,33 (dd, 1H, J= 13,1 Hz, J'=
4,0 Hz); 2,44 (m, 1H); 2,94 (s, 3H); 3,05 (m, 1H); 3,16 (m, 1H); 3,67 (m, 1H, H-2pB); 4,05
(bs, 1H, H-3B); 4,39 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,70 (t, 1H, J = 8,4 Hz, H-17a); 5,24 (bd, 1H, J
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= 5,8 Hz, HN). *C-NMR § 12,27; 15,22; 20,99; 23,23; 24,14; 25.81; 26,27; 27,19; 28,24
(3xC); 29,67; 36,45; 36,82; 40,46; 40,81; 43,22; 45,01; 45,78; 50,85; 51,11; 52,16; 54,48;
57,12; 68,11; 84,03; 155,32; 171,35; 209,95. HRMS: (API+) vypoéitané pre CagHsgNO7S
([M+H]") 554,3151; najdené 554,3151.

2a,30-Dihydroxy-6-0xO-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-methioninat (20B):
'H-NMR (CDCls) & 0,75 (s, 3H, 18-H); 0,80 (s, 3H, 19-H); 1,24-1, 25 (m, 4H, 2xCH,);
1,43 (s, 9H, 3xCHs); 2,04 (s, 1H); 2,29 (dd, 1H, J = 13,0 Hz, J'= 4,4 Hz); 2,71 (d, 1H, J =
11,0 Hz); 2,94 (s, 3H); 3,05 (m, 1H); 3,19 (m, 1H); 3,75 (m, 1H, H-2a); 4,04 (bs, 1H, H-
30); 4,37 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,71 (t, 1H, J = 8,6 Hz, H-17a); 5,40 (bd, 1H, J = 7,9 Hz,
HN). *C-NMR & 12,19; 13,53; 14,12; 20,65; 23,18; 25,53; 27,11; 28,20 (3xC); 29,17;
29,62; 36,38; 37,24; 39,99; 40,80; 42,41; 43,17; 45,97, 50,63; 50,85; 51,07; 53,36; 60,38;
68,09; 83,89; 155,46; 171,18; 211.55. HRMS: (API+) vypocitané pre CagHigNO7S
(IM+H]") 554,3151; najdené 554,3148.

Priprava 2§,3p-diolu (21A) a 2a,3a-diolu (21B) z esteru 11

Podla vseobecného postupu pripravy diolu bola pripravena zesteru 11
z predchadzajucej syntézy zmes izomérov S D-metioninom. Chemicka reakcia bola
spracovana podla postupu B. Pomocou stipcovej chromatografie na silikagéle (EtOAC :
metanol 19 : 1) a HPLC (EtOAc : cyklohexan 4 : 1) boli pripravené dva izomérne dioly
21A (15 mg) a 21B (60 mg).
2p,3B-Dihydroxy-6-oxo-5a-androstan-173-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-methioninat (21A):
'H-NMR (CDCls) & 0,81 (s, 3H, 18-H); 0,99 (s, 3H, 19-H); 1,25-1,26 (m, 4H, 2xCH,);
1,45 (s, 9H, 3xCHs); 1,96 (m, 1H); 2,14 (m, 1H); 2,32 (dd, 1H, J = 13,1 Hz, J'= 4,3 Hz);
2,42 (m, 1H); 2,94 (s, 3H); 3,05 (m, 1H); 3,18 (m, 1H); 3,63 (m, 1H, H-2p); 4,03 (m, 1H,
H-3B); 4,39 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,68 (t, 1H, J = 8,4 Hz, H-17a); 5,27 (bd, 1H, J = 7,6
Hz, HN). *C-NMR § 12,17; 15,21; 20,97; 23,22; 24,09; 25,58; 27,29; 28,23 (3xC); 29,65;
36,37, 36,83; 40,46; 40,74; 42,31, 43,20; 45,76, 50,86; 51,04; 52,02; 54,45; 57,11, 68,98,;
71,62; 83,98; 155,42; 171,13; 210,04. HRMS: (API+) vypocitané pre CagHigNO7S
([M+H]") 554,3151; najdené 554,3153.
2a,30-Dihydroxy-6-0xo-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-D-methioninat (21B):
'H-NMR (CDCls) & 0,75 (s, 3H, 18-H); 0,80 (s, 3H, 19-H); 1,29-1,34 (m, 4H, 2xCH,);
1,44 (s, 11H); 2,00 (t, 1H, J = 12,7 Hz); 2,30 (dd, 1H, J = 13,1 Hz; J'= 4,6 Hz); 2,44 (m,
1H); 2,69 (dd, 2H, J = 13,1 Hz; J'= 3,1 HZz); 2,93 (s, 3H); 3,04 (m, 1H); 3,16 (m, 1H); 3,74
(m, 1H, H-2a); 4,03 (m, 1H, H-3a); 4,38 (m, 1H, NH-CH-CO); 4,69 (t, 1H, J = 8,4 Hz, H-
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17a); 5,36 (bd, 1H, J = 6,4 Hz HN). *C-NMR & 12,10; 13,53; 20,62; 23,19; 25,46; 26,23;
27,27; 28,22 (3xC); 29,62; 36,27; 37,23; 40,01; 40,72; 42,20; 43,15; 46,01; 50,67; 50,88;
51,01; 52,00; 53,44; 68,13; 68,22; 83,93; 155/44; 171,12; 211,54. HRMS: (API+)
vypoditané pre CaoHasNO7S ([M+H]") 554,3151; najdené 554,3152.

5.1.3 Priprava karboxymetyloximu 22 z derivatu 14B

Priebeh chemickej reakcie pripravy karboxymetyloximu 22 bol monitorovany
pomocou TLC. Po ukonc¢eni bola reakéna zmes extrahovana medzi EtOAC a vodu. Spojena
organickd faza bola premytd vodou a vysusena MQ@SO,. Rozpustadla boli odparené
naRVO. Produkt chemickej reakcie bol precisteny pomocou stipcovej chromatografie
na silikagéle (mobilna faza EtOAc : metanol 97 : 3). Vysledkom syntézy bol
karboxymethyloxim 22 (11 mg, 88 %) vo forme bielej pevnej latky, ktory bol pouzity
do nasledujticej reakcie (Obrazok 17).

2a,30-Dihydroxy-6-(karboxymethoxyimino)-5a-androstan-17p-yl N-(t-butoxykarbonyl)-L-
valinat (22): 1H-NMR (CDCls) 8 0,75 (s, 3H, 18-H); 0,80 (s, 3H, 19-H); 0,90 (d, 3H, J =
7,0 Hz, CHg); 0,97 (d, 3H, J = 7,0 Hz, CH3); 1,45 (s, 9H, 3xCHs); 1,91 (dt, 2H, J = 15,2, J
= 3,4 Hz); 2,08-2.23 (m, 2H); 2,42 (dd, 1H, J = 12,7 Hz, I'= 2,9 Hz); 3.28 (dd, 1H, ] =
13,4 Hz, J'= 4,3 Hz); 3,75 (m, 1H, H-2B); 4,02 (d, 1H, J = 2,4 Hz, H-3pB); 4,22 (dd, 1H, J =
9,2 Hz, J’= 4,6 Hz, NH-CH-CO); 4,55 (s, 2H, OCH,CO,H); 4,69 (t, 1H, J = 8,6 Hz, H-
17a); 5,09 (bd, 1H, J = 9,2 Hz, NH). *C-NMR & 12,26; 12,86; 17,52; 19,02; 20,60; 23,38;
27,29; 27,65; 28,31 (3xC); 30,10; 31,15; 35,23; 36,52; 39,64; 40,38; 43.05; 43,26; 50,79;
53,91; 58,61; 68,41; 68,53; 69,80; 79,77; 83,21; 155,74; 161,80; 172,44; 173,49. HRMS:
(API+) vypogitané pre C31HsiN2Og ([M+H]") 595,3595; najdené 595,3598.
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Obriazok 17: Chemicka struktara karboxymetyloximu 22.
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5.1.4 Priprava derivatu 23 naviazanim fluorescen¢nej znacky BODIPY TR

Priebeh chemickej reakcie pripravy derivatu 23 bol monitorovany pomocou TLC.
Po ukonéeni reakcie bol DMF odpareny na RVO. Stipcovou chromatografiou na silikagéle
(mobilna faza gradient 1-3 % isopropanolu v chloroforme) bol pripraveny fluorescenény
derivat 23 (6 mg, 30 %), ktory bol ziskany vo forme tmavofialovej pevnej latky (Obrazok
18). *H-NMR (CDCls) & 0,74 (s, 3H, 18-H); 0,80 (s, 3H, 19-H); 0,90 (d, 3H, J = 7,0 Hz,
CHj3); 0,97 (d, 3H,J = 7,0 Hz, CH3); 1,45 (s, 9H, 3xCHj3); 2,12-2,23 (m, 2H); 2,45 (dd, 1H,
J =12,4 Hz, J'= 2,9 Hz); 3,13 (m, 1H, CH;NH); 3,25 (dd, 1H, J = 13,6 Hz, J'= 4,4 Hz);
3,29-3,41 (m, 2H, CH,NH); 3,52 (m, 1H, CH,NH); 3,70 (m, 1H, H-28); 4,02 (d, 1H, J =
1,8 Hz, H-3p); 4,23 (dd, 1H, J = 9,0 Hz, J'= 4,4 Hz, NH-CH-CO); 4,41 (d, 1H, J = 15,9
Hz, OCH,CO,); 4,47 (d, 1H, J = 15,9 Hz, OCH,CO,); 4,56 (s, 2H, OCH,CONH); 4,68 (t,
1H, J = 8,6 Hz, H-17a); 5,04 (d, 1H, J = 9,2 Hz, NH); 6,18 (dd, 1H, J = 6,6 Hz, J’= 5,0 Hz,
CH,CONRH); 6,66 (d, 1H, J = 4,4 Hz, Hpymral); 6,79 (t, 1H, J = 6,0 Hz, CH,CONH); 6,83 (d,
1H, J = 4,4 Hz, Hpyra); 7,02 (d, 2H, J = 9,2 Hz, 2XHpenzen); 7,08 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Hpyrral);
7,10 (d, 1H, J = 4,5 Hz, Hyyrro1); 7,16 (dd, 1H, J = 5,0 Hz, J'= 3,8 Hz, Hiofen); 7,20 (S, 1H,
C=CH-); 7,49 (dd, 1H, J = 5,0 Hz, J'= 1,0 Hz, Htnioen); 7,98 (d, 2H, J = 9,2 Hz, 2XHpenzen);
8,11 (dd, 1H, J = 3,8 Hz, J’= 1,0 Hz, Hiniofen)-
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Obrazok 18: Chemicka Struktira fluorescen¢nou derivatu 23.

5.2 Biologicka cast’
5.2.1 Hodnotenie cytotoxicity pripravenych derivatov

V biologickej €asti v ramci tejto bakaldrskej prace bol testovany efekt pripravenych
aminokyselinovych diolov na viabilitu normalnych l'udskych fibroblastov BJ a nadorovych
bunkovych linii, ktoré zahinali bunky rakoviny krc¢ka maternice (HeLa) a bunky chronickej
myeloidnej leukémie (K-562). Miera cytotoxicity pripravenych derivatov bola stanovena
pomocou resazurinu. Bunky boli kultivované s testovanymi derivatmi 72 hodin. Testovanie

prebehlo v troch nezavislych opakovaniach, v ktorych boli stanovené hodnoty 1Csg
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pre jednotlivé derivaty. V BJ neboli testované tie latky, ktoré v predchddzajucich
meraniach (v nadorovych bunkovych liniach HelLa a K-562) vykazovali hodnotu 1Csy > 50
umol-I". Vo vieobecnosti vykazovali vyraznej§i inhibiény Gginok derivaty s L-AK
a a orientaciou vicinalnych hydroxylov na C-2 aC-3. Bunky K-562 boli citlivejsie
na posobenie testovanych derivatov a v BJ nebol zaznamenany ziaden vyraznejsi inhibi¢ny
efekt. Najvyssi inhibicny U¢inok bol zaznamenany S derivitom 14B v bunkach HeLa

a K-562 bez vplyvu v BJ (Tabul’ka 1).

Tabulka 1: Vysledné priemerné hodnoty 1Csy (umol-I™) z troch nezavislych merani v dvoch nadorovych
bunkovych liniach (HeLa, K-562) anormalnych ludskych fibroblastoch BJ po 72 hodinach inkubacie

S pripravenymi diolmi.

Latky Bunkovi linia (1Cso; pmol-17)

HelLa K-562 BJ
12A 28,50 + 4,35 > 50 > 50
12B 17,36 + 2,81 22,62 +0,79 >50
13A > 50 > 50 —
13B > 50 40,66 + 1,8 > 50
14A > 50 > 50 —
14B 2,81+0,69 3,66 0,99 >50
15A > 50 > 50 —
15B 36,01 + 1,59 > 50 > 50
16A 18,18 + 0,24 26,41 + 3,99 43,08 + 7,49
16B > 50 24,26 + 4,77 >50
17A > 50 45,30+ 1,27 >50
17B > 50 24,83 + 5,70 44,60 + 0,23
18A > 50 > 50 —
18B 6,02 + 1,68 6,19+2,14 >50
19A > 50 > 50 —
19B 46,08 + 1,85 33,88 £ 2,24 > 50
20A > 50 > 50 —
20B > 50 > 50 —
21A > 50 > 50 —
21B > 50 > 50 —

*priemer hodndt ICsy, + smerodajna odchylka (SD), koncentracia latok v jamke uvedend v pmol-1™.
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Derivat 14B bol modifikovany naviazanim fluorescen¢nej znacky BODIPY TR
za ucelom detailnejSicho $tadia biologickej aktivity. Vysledkom bol derivat 23, ktorého
inhibi¢ny ucinok bol pozorovany v bunkach HeLa a BJ. Pomocou fluorescenéného
mikroskopu bol pozorovany jeho transport do cytosolu a pripadne aj do jadra buniek.

Biologicka aktivita derivatu 23 (cez linker naviazana fluorescen¢na znacka
BODIPY TR) bola porovnana s MK-435, ktory vo svojej Strukture obsahuje cez linker
naviazant fluorescen¢ni znacku NBD. Miera cytotoxicity bola stanovena pomocou
resazurinu. Bunky boli kultivované s latkami 72 hodin. Testovanie prebehlo v troch
nezavislych opakovaniach, z ktorych boli stanovené hodnoty 1Csg. Inhibi¢ny wGéinok
derivatu 23 v bunkach HeLa bol vyrazne niz§i v porovnani s vychodzim derivatom 14B.
Cytotoxicky ucinok derivatu 23 bol zaznamenany v BJ, ktory je pravdepodobne sposobeny
samotnym fluoroforom, ktory vykazoval inhibi¢ny efekt v bunkach Hela aj v BJ.
Karboxymetyloxim 22 nevykazoval inhibi¢ny efekt ani v bunkdch HelLa, ani v BJ.
Podobné vysledky boli pozorované s derivaitom MK-435 a MK-432 (Tabulka 2). Derivat
MK-435 vykazoval silnejsi inhibi¢ny uéinok v bunkach HeLa ako v BJ, derivat 23 zase
vykazoval vys$si inhibi¢ny u¢inok v bunkach HeLa ako v BJ. Miera cytotoxicity tychto

derivatov vSak bola priblizne rovnaka.

TabuPka 2: Vysledné hodnoty ICs, (umol-1™) z troch nezavislych merani v nadorovych bunkovych liniach

Hela a normalnych l'udskych fibroblastoch BJ po 72 hodinach inkubacie s fluorescenénymi derivatmi.

Latky Bunkovi linia (1Cs; pmol-17)
HelLa BJ
23 32,10+ 2,08 22,21+ 6,07
BODIPY TR kadaverin 29,72+ 434 22,59 +£2.98
22 > 50 >50
MK-435 20,84 +£4,49 31,40 £ 9,46
MK-432 31,89 +3,52 18,60 + 2,84

*priemer hodndt ICsp, + smerodajna odchylka (SD), koncentracia latok v jamke uvedena v umol-I™.

5.2.2 Pozorovanie transportu 23 a MK-435 do cytosolu a jadra buniek

Pomocou fluorescenéného mikroskopu bol pozorovany transport latky 23 pri
(Obrazok 19) a MK-435 pri hodnotach (Obrazok 20) do cytosolu a jadra bunky. Derivat 23
obsahuje vo svojej Struktire cez linker naviazanu fluorescen¢nu znacku BODIPY TR

(Cervena fluorescencia). Derivat MK-435 ma rovnaki Struktaru ako 23, len namiesto
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BODIPY TR ma svojej Strukture cez linker naviazany NBD (zelena fluorescencia). Obidva
derivaty prechadzali vol'ne cez cytoplazmaticki membranu vd’aka ich lipofilnej povahe
a fluorescen¢ny signal bol v cytosole pozorovany hned’ po pridani. U niektorych buniek
bol pozorovany fluorescenény signal v jadre v priebehu niekolkych hodin. Silnejsi
fluorescen¢ny signal v jadre av jeho okoli bol pozorovany az po 48 hodinach a po 72
hodinach bol pozorovany v jadre takmer vSetkych buniek. Fluorescenény signal MK-435
bol pozorovany v jadre vV kratSom ¢asovom useku ako Vv pripade derivatu 23,
¢o pravdepodobne stvisi s jeho Struktirou. Fluorescenény signal derivatu MK-435 bol
vyraznej$i ako derivatu 23, ale nebol dostato¢ne stabilny. V kratkom case dochadzalo
k jeho vypaleniu. Z toho vyplyva, ze derivaty s BODIPY TR st vhodnej$imi kandidatmi
na detailnejSie Stadium biologickej aktivity ako derivaty s NBD.
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kontrola kontrola

200 pm

po pridani po pridani

Obrazok 19: Transport derivatu 23 (50 pmol-1") do cytosolu a jadra buniek pozorovany pomocou

fluorescenéného mikroskopu pocas 72 hodin v bunkach HeLa a BJ pri zvia¢seni 400x.

46




kontrola

200 pm

po pridani po pridani

Obrazok 20: Transport derivatu MK-435 (50 pmol-1?) do cytosolu a jadra bunky pozorovany pomocou

fluorescenéného mikroskopu poc¢as 72 hodin v bunkich HeLa a BJ pri zvi¢Seni 400x.
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6 Diskusia

Tato bakalarska praca poukazuje na cytotoxicky efekt pripravenych
aminokyselinovych derivatov BR v nadorovych bunkovych liniach HelLa a K-562 bez
efektu v normalnych Tudskych fibroblastoch BJ (hodnota ICsy > 50 umol'l'l). Tieto
derivaty su steroidnej povahy a obsahujua vo svojej Struktire hydroxylové skupiny na C-2,
C-3 v konfiguracii a alebo B, a Sest¢lenny kruh B s oxo skupinou na C-6. Medzi sebou
sa lisia v druhu a konfiguracii naviazanej aminokyseliny na C-17, ktorej amino skupina
bola chranena Boc skupinou.

Najvyraznejsi inhibi¢ny ucinok vykazovala latka 14B (Boc-L-valin, hydroxylové
skupiny v konfiguracii a) v obidvom nadorovych bunkovych liniach (HeLa ICsp 2,81 +
0,69 pmol-I™*a K-562 ICsq 3,66 + 0,99 pmol-1™) bez efektu na BJ. Zaujimavé vysledky boli
pozorované u derivatu BR4848 z predchadzajucej Studie, ktory vykazoval vyrazny
inhibiény u¢inok v bunkéach HeLa (ICso 3,3 + 0,2 pmol-1™) a v bunkach CEM (ICsp 4,3 +
0,3 umol-I™) bez efektu v BJ (Rarova et al., 2018). Ked’ze BR4848 obsahuje vo svojej
Struktire zmes L a D-valinu, tak nebolo mozné s istotou tvrdit, ktora z tychto dvoch
konfiguracii je zodpovedna za jeho inhibi¢ny ucinok. Derivat 14B bol za ucelom Studia
vztahu medzi biologickou aktivitou a Struktrou aminokyselinovych derivatov BR
pripraveny v maximalnej Cistote spolu s d’al§imi derivatmi, a tym padom je aj vhodnejsi
pre studium vizby na steroidné receptory ako BR4848.

Vo vSeobecnosti vykazovali silnej$i inhibicny uGc¢inok derivaty s L-AK na C-17
a hydroxylovymi skupinami na C-2 a C-3 v konfiguracii a. Tieto vysledky sa az na drobné
vynimky zhoduju s publikovanymi vysledkami $tadii vztahu medzi biologickou aktivitou
a strukturou prirodnych alebo syntetickych derivatov BR (Malikova et al., 2008; Rarova et
al., 2016). Cosa tyka konfiguracie AK, tak vynimkou bol derivat 15B (Boc-D-valin,
konfiguracia o) a 19B (Boc-D-leucinom, konfiguracia o). Obidva derivaty vykazovali
inhibi¢ny uc¢inok na bunkach HeLa a derivat 19B aj na bunkach K-562. Ich cytotoxicky
¢inok bol vsak nizky (ICsp > 30 pmol-1™") v porovnani s aktivnymi derivatmi s L-AK.
Derivaty 12A (Boc-L-alanin) a 16A (Boc-L-fenylalanin), ktoré maju hydroxylové skupiny
v konfiguracii B, inhibovali proliferaciu buniek Hela a derivat 16A bol aktivny aj voci
bunkam K-562. Derivaty s L a D-metioninom (20A, 20B, 21A, 21B) nevykazovali
inhibi¢ny G¢inok na bunkach Hela ani na bunkach K-562 (1Cso > 50 um01~l'1), ¢o moze
suvisiet’ s pritomnost'ou atomu siry v ich Struktare. Taktiez bolo pozorované, Ze suspenzna

nadorova bunkova linia, K-562, bola citlivejSia na posobenie testovanych diolov. To by
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mohlo byt spésobené tym, Ze testované latky v tomto pripade posobia na cely povrch
bunky.

V tejto praci bol pozorovany transport derivatov 23 (cez linker naviazana
fluorescen¢na znacka BODIPY TR) a MK-435 (cez linker naviazana fluorescencna znacka
NBD) do cytosolu a jadra buniek, ataktiez bol stanoveny ich inhibi¢ny efekt. Ked'ze
sa tieto derivaty liSia len v druhu naviazanej fluorescencnej znacky a ich steroidny nosic
je rovnaky, tak bolo mozné medzi sebou porovnavat ich fluorescenéné signaly. V pripade
derivatu MK-435 nebol fluorescenény signal dostatocne stabilny a v kratkom ¢asovom
useku doslo k jeho vypaleniu. Naopak signal derivatu 23 vykazoval ovel'a vyssiu stabilitu.
Z toho vyplyva, ze derivaty s BODIPY TR su vhodnejSimi kandidadtmi pre detailnejSie
Studium biologickej aktivity ako derivaty s NBD atonajmd vdaka vyssSej stabilite
fluorescenéného signalu. Obidva derivaty st lipofilnej povahy, ¢o im umoziuje volne
prechadzat’ cez cytoplazmaticki membranu bunky. Ich fluorescenény signal bol tym
padom v cytosole pozorovany hned’ poich aplikacii. Fluorescenény signal derivatu
MK-435 bol v jadre detekovany v kratSom ¢asovom useku ako v pripade derivatu 23,
¢o pravdepodobne stvisi sich velkostou, kedZe molekulova hmotnost BODIPY TR
(Mr = 545 g-mol™) je priblizne trikrat vicsia ako NBD (Mr = 165 g-mol™). Je mozné, e
fluorescenéna znacka nedovol'uje derivatu 23 transport cez jadrovi membranu a S tym
spojenti regulaciu transkrip&nej aktivity s naslednou apoptézou bunky. DalSou variantou je,
ze fluorescen¢nd znacka by mohla byt pred vstupom do jadra bunky odstiepend z derivatu,
aby bol umozneny jeho transport do jadra. To by mohlo stvisiet s menej vyraznym
fluorescenénym signalom derivatu 23 v jadre a v jeho okoli, ktory bol zaroven pozorovany
ovela neskor ako uderivaitu MK-435. Taktiez by mohol mat vplyv prebytok latok
nad mnozstvom receptorov. Tieto Uvahy nie su zatial potvrdené a vyzaduju dalSie
stadium. Vdaka fluorescenénym derivatom bolo mozné po ich aplikacii pozorovat zmenu
tvaru aagregacie buniek. Bunky, ktoré nemali funkény metabolizmus a postupne
podliehali apoptdéze zviacSovali svoj objem. V cytosole tychto buniek bolo mozné
pozorovat’ nahromadeny fluorescen¢ny signal.

Pripravené derivaty nevykazovali vyraznej$i inhibi¢ny efekt na BJ. To moze
suvisiet’ S tym, ze tieto bunky rasti nahlicené vedl'a seba a tym padom nepdsobia derivaty
na cely povrch bunky, ale len na Cast’. Taktiez je dblezité pripomenut, Ze u normalnych
buniek sa uplatiiuje tzv. kontaktnd inhibicia rastu, kedy v urcitej konfluencii prechadzaji
do pomalSieho rezimu a tym padom su rezistentnejSie (Pardee, 1974).

Stadiom derivatu BR4848 bolo zistené, Ze samotny steroid a volna Boc-AK (bez
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steroidného nosica) nevykazuju oddelene ziaden inhibi¢ny efekt. Antiproliferaény ucinok
nebol taktiez zaznamenany v pripade, Ze bola na steroidnom nosi¢i naviazand AK bez
chraniacej Boc skupiny. Predpoklada sa, Ze bunka reaguje na derivat s AK bez Boc
skupiny ako na prirodzent AK a metabolizuje ju normalnym spdsobom, zatial' co AK
s Boc skupinou povazuje za cudziu a nevie ju spracovat’. Z tychto pozorovani vyplyva, ze
Boc skupina ma dolezity vplyv na inhibiény G¢inok syntetickych derivatov. Pre potvrdenie
tychto hypotéz st potrebné d’alsie stadie (Kvasnica, nepublikované vysledky).

Vo viacerych Stidiach bolo dokazané, Ze BR sa zapdjaji do réznych signalnych
dréh, ktorych vysledkom je apoptéza ato nezavisle od ich receptorového stavu. Ich
mechanizmus ucinku vSak nie je dostatocne znamy a popisany. Synteticky derivat BR4848
vykazuje vyrazny antiproliferacny G¢inok popisany v bunkach HelLa (ICsp 3,3 + 0,2
umol-1™) a taktiez bol popisany jeho antiangiogénny u&inok v bunkiach HUVEC (ICsq 25,2
+ 0,3 pmol-1™%). Pojeho aplikacii doslo k zniZeniu expresie antiapoptickych proteinov
Bcl-2 rodiny, konkrétne Bcl-2 a Mcl-1, k aktivacii kaspazy-3 a 7, a nakoniec bola DNA
Stiepena enzymom PARP-1. KedZe derivat 14B bol pripraveny v Cistejsej podobe
(Boc-L-valin) ako BR4848 (Boc-D,L-valin), tak by sa mohol zapajat’ do rovnakej
signalizacnej drahy ako BR4848 a taktiez je mozné predpokladat’ jeho antiangiogénny
ucinok. Derivait BR4848 spdsoboval apoptéozu v bunkach rakoviny prsnika MCF7
(ICs0 10,2 £ 1,5 pmol-I™") a MDA-MB-468 (ICsg 46,6 + 0,4 pmol-1™), a taktieZ v bunkéch
rakoviny prostaty LNCaP (ICsp 20,0 + 1,7 pumol-1") (Réarova et al., 2018). Stanovena
hodnota ICsy je vyrazne niz$ia ako v pripade prirodného 24-epiBL, ktory sposoboval
apoptdzu v bunkéch rakoviny prsnika (MCF7 1Csp 60 + 1,8 umol-l'1 a MDA-MB-468 I1Csg
68 + 2,5 pmol-1™) a prostaty (LNCaP ICsq 60 % 3,1 umol-1™) regulaciou expresie proteinov
Bcl-2 rodiny a kaspazovej aktivity (Steigerova et al., 2010, 2012). 24-epiBL aktivoval
v bunkach LNCaP katabolizmu PA, ktorého vysledkom je zniZenie intracelularnych hladin
PA atvorba toxickych vedlajSich produktov ako je peroxid vodika a aldehydy, Kktoré
sposobuju apoptozu (Obakan et al., 2014).

Derivat 14B vykazuje vyrazny inhibi¢ny u¢inok na bunkach HelLa a K-562 (HelLa
ICso 2,81 + 0,69 pumol-1* a K-562 ICsy 3,66 + 0,99 pmol-1") bez efektu na BJ aje
pripraveny v maximalnej Cistote, tak je mozné predpokladat, ze sa zapaja do viacerych
drah, ktorych vysledkom je apoptdza. Ked'Ze ucinok BR v zivo¢isnych bunkach nie je
dostato¢ne popisany, tak st potrebné d’alSie Studie, ktoré by mohli pomoct’ k popisaniu
zmien na urovni génov a proteinov v nadorovych bunkach s réznym histopatologickym

povodom.
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7 Zaver

V ramci tejto bakalarskej prace bolo pripravenych a identifikovanych 20
aminokyselinovych derivatov BR s hydroxylovymi skupinami na C-2 a C-3 v polohe «
alebo B. Na pripravu tychto derivatov boli pouzité alanin, valin, fenylalanin, leucin a
metionin Vv konfiguracii L a D. Bol pozorovany ich vplyv na nadorové bunkové linie HeLa
a K-562, a normalne l'udské fibroblasty BJ. VSetky derivaty boli pripravené v maximalnej
Cistote s cielom detailného Stadia vztahu medzi biologickou aktivitou a Struktarou.
Vyraznej$i inhibi¢ny efekt bol pozorovany u L-AK derivatov s hydroxylovymi skupinami
v konfiguracii a. Tieto vysledky odpovedaju teoretickym poznatkom.

Najvyssi inhibi¢ny ucéinok bol pozorovany u derivatu 14B (Boc-L-valin,
hydroxylové skupiny v konfiguracii o) na oboch nadorovych liniach bez efektu na BJ.
Derivat 14B bol pripraveny v ovela CistejSej podobe ako derivat BR4848, ktory v ramci
stadii vykazoval zaujimavi biologicku aktivitu. Za ucelom detailnejSieho Studia
biologickej aktivity bol derivat 14B modifikovany a bol pripraveny derivat 23, ktory ma vo
svojej Strukture cez linker naviazani fluorescenéni znacku BODIPY TR. Pomocou
fluorescenéného mikroskopu bol pozorovany jeho transport do cytosolu a jadra bunky.
Porovnanim fluorescenéného signalu derivatov 23 a MK-435, ktory obsahuje cez linker
naviazanu fluorescen¢nt znatkou NBD, bolo zistené, ze pre Stadium biologickej aktivity
st vhodnejSie derivaty s BODIPY TR vdaka vysSej stabilite fluorescencného signalu.
Tieto derivaty by mohli fungovat’ ako prekurzory protinadorovych lieCiv, ale je potrebné

d’alSie Stadium mechanizmu ich u¢inku, ktory nie je dostatocné zndmy a popisany.
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