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CILE PRACE

V réamci teoretické Casti bude vypracovéana reSerSe zaméfend na problematiku syntézy

derivati purint a jejich vlivu na biologické systémy.

Prakticka ¢ast diplomové prace bude zamétena na chemickou syntézu trisubstituovanych
derivatii purinti a jejich naslednou charakterizaci pomoci nuklearni magnetické resonance
(NMR), vysokotlaké kapalinové chromatografie v tandemu s hmotnostni spektrometrii
(High Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry HPLC/MS) a

elementarni analyzy.

Nasledné¢ budou provedeny testy biologické aktivity na rostlinnych liniich
v senescencnim, kalusovém a receptorovém testu. Na zivoc¢isnych a lidskych bunéénych

liniich budou provedeny testy cytotoxicity pomoci testu pfemény resazurinu na resofurin.



1 UVOD

Rostliny jako statické organismy se musi zvladat vyrovnavat s nejriznéj$imi podnéty jak
z vnéjsiho, tak i z vnitiniho prostfedi. Proto maji velmi komplexni systém signaliza¢nich
drah, ktery jim umoziuje regulovat jejich rist a vyvoj. Ke spravné reakci na pfijimané
podnéty jsou diilezité fytohormony, které jsou regulatory rastu rostlin, ovliviiuji jejich
diferenciaci, vyvoj embryi nebo zpomaleni starnuti. Mezi fytohormony patii napiiklad
auxiny, gibereliny (GA), kyselina abscisova (ABA), cytokininy, kyselina salicylova (SA),
brasinosteroidy a peptidové hormony (Khan, 1971).

Auxiny jsou rostlinné hormony, které maji vliv na mnoho aspekta vyvoje a ristu
rostliny. Jednim z hlavnich efekti auxind je fototropismus, ktery byl testovan aplikaci
auxini na dekapitované vyhonky. Auxiny ovliviiuji riist kofenové soustavy, inhibuji
prodluzovani kotend, ale naopak podporuji rist a zakladani laterarnich kotent (Pickard a
Thimann, 1964). Mezi nejvice prostudované auxiny patii kyselina indol-3-octova (IAA)
a jeji chlorovand forma (Chadwick et al., 1967). Dale byla jako aktivni auxin
identifikovana kyselina fenyloctova (PAA) (Wightman,1977) a 3-indol méselna kyselina
(Zolman et al., 2000).

ABA je fytohormon, ktery je v rostlinach vSudyptitomny, a béhem zivota rostliny
se jeho funkce méni. U dospélych rostlin reguluje reakce na enviromentélni podnéty, jako
je sucho nebo zasoleni pidy. Pii nedostatku vody potiebuji rostliny ABA k udrzeni
pozitivni vodni bilance a k uzavirani praducht, ¢imz zamezuji ztratdm vody odpafovanim
(Waadt et al., 2014). Krom¢& abiotického stresu ma ABA vliv 1 na reakci na patogenni
organismy. Bylo zji§téno, Ze pfi napadeni rostliny patogeny dochazi ke zvySené expresi
ABA (Huai et al., 2019; Du et al., 2014).

SA je sekundarni metabolit, ktery je produkovan tfadou prokaryotickych 1
eukaryotickych organismt vcetné rostlin. U rostlin ma SA velky vliv pfi imunitnich
reakcich na patogenni organismy. Akumuluje se nejen v napadeném pletivu, ale i
distalnich pletivech, coz je zptisobeno systémovée ziskanou rezistenci (systemic acquired
resistence, SAR), ktera pfenasi signal o napadeni rostliny do okolnich pletiv (Malamy et
al., 1990; Métraux et al., 1990). ZvySeni hladin SA a jejich funkénich analogi aktivuje
expresi na patogeny zavislych genti a zvySuje imunitu vacéi virovym, houbovym,
bakterialnim a oomycetovym patogentm (Ryals et al., 1996).

GA maji stejné jako ostatni fytohormony vliv na rast a vyvoj rostlin. Byla popsana

jejich schopnost navratit trpasli¢i vzrist nékterych fenotypt rostlin kukutice nebo hrachu

1



(Phinney 1956, Brian a Hemming 1955). Déle bylo zjisténo, ze ovliviiuji dobu kveteni
rostlin (Lang 1956) a kli¢eni semen (Urbanova, T. and Leubner-Metzger, 2016).
Brasinosteroidy maji velky vliv na tvorbu a regeneraci bunécéné stény (Wolf et al., 2012).
Dalsi z funkci brasinosteroidl je regulace stresové reakce rostlin na sucho, kdy reguluje
otvirani stomat, odpatovani vody a vymény plyni (Dong a Bergmann, 2010), ale také
regulace metabolismu v reakci na svétlo (Song et al., 2009). Jednim z nejvice studovanym
peptidovym hormonem je CLAVATA3 protein, ktery reguluje déleni apikalniho
stonkového meristému (Fletcher et al., 1999).

Tato diplomova prace bude zaméfend na cytokininy a jejich derivaty, které jsou
dilezitymi rostlinnymi hormony, bez nichz by rostliny nebyly schopny spravného rustu,

reakci na bioticky a abioticky stres a ani rozmnoZovani.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Cytokininy

Cytokininy jsou pfirozené se vyskytujici malé organické molekuly, které se podileji
na fad€ procest v rostlinach, jako je regulace rustu rostlin, jejich diferenciace, vyvoj
embryi, fotosyntéza nebo tfeba zpomaleni senescence (O’Brien a Benkova, 2013; Guo a
Gan, 2005). Cytokininy hraji klicovou roli skoro ve vSech vyvojovych obdobi rostlin
(Honig et al., 2018). Hladina cytokinini je ovlivnéna také bunéénym cyklem, kdy se
nejvice cytokininll tvoti béhem syntetické faze (S-faze), naopak béhem mitotické faze
(M-féze) jsou hladiny cytokinint snizeny (Redig et al., 1996).

Cytokininy nemusi byt syntetizovany pouze v rostlinich, ale jsou tvofeny
nekterymi bakteridlnimi, houbovymi nebo hmyzimi druhy, které interaguji s rostlinami.
Tyto druhy jsou schopny tvofit riizné skupiny cytokininti, pomoci nichz ovliviuji rostliny
amoduluji napiiklad jejich rist nebo imunitni odpovéd’. Mezi interagujici organismy patii
jak rostling prospeésné organismy (symbionti), tak rostlinné patogeny ¢i parazité. Rostlinni
symbionti napomdhaji rostliné produkovat urcit¢ druhy fytohormont, a tim zvysuji
odolnost vici biotickému ¢i abiotickému stresu, ale také podporuji jeji rast. Naopak
rostlinni parazit¢ dokdzi vytvofit cytokininy, které potlacuji imunitni odpovéd
napadeného organismu a tim zvySuji virulenci patogenu (Akhtar et al., 2020).

Cytokininy jsou syntetizovany kromé rostlin a rostlinnych parazitt také v sinicich,
kde jsou zodpovédné za interakce mezi rostlinami a sinicemi. Bylo zjiSténo, Ze sinice
exkretuji nékteré druhy cytokininli do media. Takto ziskané cytokininy mohou byt
nasledn€ pouZity pro in vitro regeneraci rostlin (Uniyal et al., 2022). Nékteré sinice jsou
schopné kolonizovat koteny rostlin, prorist sténu kofene a stimulovat jejich rtst. U téchto
sinic jsou hlavnim inicidtorem kolonizace kotent rostlin pravé cytokininy. Tato hypotéza
byla potvrzena studii linie sinic s vyfazenym genem isopentenyl transferasy (IPT), ktery

je dilezity pro syntézu cytokinint (Lee et al., 2021).

2.1.1 Historie objevu cytokinin(

Prvni cytokininy byly objeveny v 50. letech 20. stoleti védeckou skupinou doktora
Millera a doktora Skooga ktefi objasnili i1 jejich vliv na vyvoj rostliny. Jako prvni
identifikovali 6-furfurylaminopurin (kinetin), ktery podporuje bunééné déleni. Bylo také
zjiSténo, Ze cytokininy lze exogenné pfidat pro zlepSeni rlstu in vitro kultivovanych

rostlin (Miller et al., 1956).



Prvni pfirozené se vyskytujici identifikovany cytokinin byl isoprenoidni derivat
pojmenovany jako frans-zeatin (tZ), ktery byl izolovany roku 1963 z kukutice seté (Zea
mays) (Letham, 1963). Pozdé&ji byly identifikovany i dalsi piirozené se vyskytujici
cytokininy jako je N°®-(A%-isopentenyl) adenin (iP), cis Zeatin (cZ) nebo dihydrozeatin
(DHZ) (Miller, 1967; Koshimizu et al., 1967)

Také mezi aromatickymi cytokininy bylo do dne$niho dne identifikovdno mnoho
piirozené se vyskytujicich zastupcti jako je N°-(3-hydroxybenzyl) adenin (meta-topolin,
mT) (Werbouck et al., 1996) nebo 6-(3-methoxy benzylamino) purin ribosid (Tarkowska
et al., 2003). V soucasnosti je vSak jednim z nejpouzivangjSich cytokininti synteticky 6-
benzylaminopurin (BAP), ktery podporuje u kultivovanych tkani bunécné déleni (Miller
et al., 1956). Aromatické cytokininy umoznily velky rozvoj v mikropropagaci fady
kulturnich rostlin, které by bylo jinak obtizné kultivovat (Koprna et al., 2016). Vlastnosti
BAP a jeho vliv na rust rostlin byly studovany jiz od 50. let 20. stoleti a spolu s kinetinem
jsou jedny z nejpouzivanéjSich cytokininti v kultiva¢nich mediich pro rist rostlin (Scott
a Liverman, 1956; Senanayake et al., 2024). Pro spravny rast rostlin na kultiva¢nim mediu
je potfeba pfidat dal§i z fytohormond, a to auxiny, které umoznuji regulaci ristu
stonkovych a kofenovych vyhonkii. Nejvice prostudovanym a vyuzivanym auxinem

v mikropropagaci rostlin je IAA (Liverman a Bonner; 1953, Darise et al., 2023).

2.1.2 Chemicka struktura cytokininti

Cytokininy je mozné rozdélit dle plivodu do dvou zakladnich skupin. Do prvni skupiny
fadime ty cytokininy, které lze bézné najit v pfirod¢. Tyto zna¢ime jako pfirozené se
vyskytujici nebo ptirodni. U zbylych cytokininli nebyl zatim ptirozeny vyskyt potvrzen,
a tudiZ se znaci jako syntetické cytokininy.

Cytokininy mtizeme déle rozdélit do dvou kategorii dle struktury postranniho
fetézce, a to na isoprenoidni (obsahujici isopren v alifatickém fetézci) a aromatické
(obsahujici aromatické jadro navazané na N6 pozici) (Tarkowski, 2004).

Mezi cytokininy obsahujici isoprenoidni postranni fetézec patii napiiklad zeatin
nebo 1P. Zeatin se vyskytuje ve dvou konfiguracich, a to jako ¢Z a cZ. Pti srovnani ma tZ
pfirozené¢ vyssi aktivitu ma v porovani s cZ, ktery je obecné popisovan jako malo aktivni
nebo neaktivni (Grobkinsky et al., 2013).

Nejzndméjsimi aromatickymi cytokininy jsou napiiklad BAP nebo kinetin
(Horgan et al., 1975). Ty jsou jako zastupci aromatickych cytokininti mnohem stabilné;si
v zZivych rostlinach oproti isoprenoidnim cytokininiim, které¢ jsou nadchylné;si k oxidativni
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degradaci. Aromatické formy cytokininti maji navic pfirozenou schopnost zamezovat
tvorbé reaktivnich forem kysliku, coz pozitivné ovliviiuje antisenescencni i antistresové

vlastnosti rostlinnych bunék (Plihal et al., 2013) (Obrazek 1).

HO
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Obrazek 1: Zastupci nejznaméjsich cytokininll 1: isopententenyladenin, 2: cis-zeatin, 3: trans-
zeatin, 4: 6-benzylaminopurin, 5: kinetin.



2.1.3 Metabolismus cytokininil
Biosynteticka draha byla doposud pln€ popsdna pouze u isoprenoidnich cytokininti, ale
u aromatickych cytokininti neni do dnesniho dne objasnéna (Davies, 2010).

Pro spravny metabolismus cytokininti je dulezita fada enzymi. Jednim z hlavnich
enzyml biosyntézy cytokininti je IPT, kterd umoziiuje navazani bud adenosin-5’'-
monofosfatu (AMP), adenosin-5’-difosfatu (ADP) nebo adenosin-5'-trifosfatu (ATP)
na isoprenoidni prekurzor dimetylallyl pyrofosfat (DMAPP), =za vzniku
isopentenyladenosin-5'-monofosfatu (iPRMP), isopentenyladenosin-5'-difosfatu
(iPRDP) nebo isopentenyladenosin-5'-trifosfatu (iPRTP). Tyto meziprodukty jsou poté
pfeménény hydroxylaci na nukleotid piisobenim enzymu cytochromu P450 (Ding, 2006).
Druhou moznosti biosyntézy nukleotidu z DMAPP je pomoci tRNA-IPT navazinim
specifické tRNA za vzniku meziproduktii prenyl-tRNA a cis-prenyl-tRNA, ze které
vzniké dany ribonukleotid. Ze vzniklych ribonukleotidl poté vznikaji aktivni volné baze
iP, tZ, cZ nebo DHZ, a to bud’ ptimo z ribonukleotidii pomoci enzymu fosforibohydrolasy
(Lonely Guy, LOG) anebo katalyzou enzymem 5’ribonukleotid fosfohydroldzou
za vzniku ribonukleosidu jako meziproduktu (Marquez-Lopez et al., 2019). (Obrazek 2)

Pfi regulaci metabolismu cytokininti dochazi k jejich inaktivaci a tim jejich
ulozeni pro pozdéjsi vyuziti. Jednou z moznosti inaktivace cytokininl je cytosolarni
enzym uridin difosfat glykosyltransferasa (AtUGT), ktery byl objeven u Arabidopsis
thaliana. Ten je odpovédny za reverzibilni konjugaci glukosy ¢i xylosy na hydroxylovou
skupinu na N6-postranniho fetézce tZ, cZ nebo DHZ. Pomoci této glykosylace dochazi
k vratné inaktivaci cytokininovych volnych bazi (Smehilova et al., 2016). Pro op&tovné
uvolnéni aktivni formy cytokininu je vyuZito aktivity B-glukosidasy, kterd roz$tépi
navazany glykosid (Brzobohaty et al., 1993).

Pro degradaci cytokininl je dulezity enzym cytokininoxidasa (CKX), ktera je
potfebna pro ireverzibilni rozklad cytokinini. Tento enzym je pozitivné regulovan
pfitomnosti auxind. Pfi degradaci dochézi ke Stépeni postranniho fetézce za vzniku
adeninu nebo adenosinu (Hare a Staden, 1994). CKX byla poprvé popsana roku 1971
ve védecké studii, ve které byla sledovana aktivita tehdy nezndmého enzymu
z tabdkového listu pfi pfemeéné substratu iP na adenin (Paces et al., 1971). Misto
degradace cytokininii bylo ureno v apoplastu. Na rozkladu se podileji cytokinin

dehydrogenasa 2 (CKX2) a cytokinin dehydrogenasa 4-6 (CKX4-6) (Skalicky, 2018).
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Obrazek 2: Biosyntéza biologicky aktivni baze jako prekurzoru pro syntézu cytokinind (Upraveno
podle Ding 2006).

2.1.4 Role cytokininl v signalizaci rostlin

Plasticita a zaroven pevnost rostlin je dana rozloZenim riznych druhd meristémi v rdmci
celé rostliny a také diferenciaci jednotlivych organli. Diferenciace probihd dle
specifického vyvojového programu rostliny, ale je také ovlivnéna prostiedim, ve kterém
zije, coz vede k optimalizaci morfologie a fyziologie rostliny pro dané prostredi
(Srivastava 2002). Pro spravny vyvoj organi a celkovy metabolismus rostliny je potfebna
koordinovana komunikace mezi rostlinnymi organy, pletivy nebo i jednotlivymi buitkami
v rostlin€. Hlavnimi komunika¢nimi kanaly mezi rostlinnymi orgény jsou xylém a floém.
Pro pfenos informaci jsou potiebné fytohormony, riizné druhy asimilatli, anorganické
ionty, fytohormony, peptidy, ale také RNA (Sakakibara 2021).

Na hormonalni signalizaci v rostlinach se nejvice podileji kromé cytokinint také
auxiny. Funkce téchto dvou skupin fytohormont jsou i nejvice prostudovany. Auxiny a
cytokininy se vzajemn¢ ovlivituji a poméry téchto hormonti maji nasledné vliv na mnoho
vyvojovych procest (Hamil, 1993). V tad¢ ptipadi signalizace téchto dvou typit hormont

pusobi viici sobé antagonisticky. Pokud je v kultivaénim mediu vy$s$i pomér auxinii viici
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cytokininlim, tak je inhibovan rtst vyhonkt rostliny. Naopak, pokud ma rostlina
k dispozici vétsi pomér cytokinint, tak je inhibovéan rust kofenového systému. Bylo
zjisténo, ze antagonismus mezi cytokininy a auxiny je primarné urcen na molekulérni
urovni a je proto podstatny pro diferenciaci kofenovych kmenovych bunék béhem casné
embryogeneze (Naseem a Dandekar, 2012).

Cytokininy maji dalezitou roli v signalizaci u rostlin. Jako signalni molekuly se
vyskytuji ve dvou formach. Prvnim typem je tZ, ktery je syntetizovany v kofenech a
nasledné je premistén pres xylém akropetalné do nadzemni Casti rostliny. Druhy, iP, je
tvofen ve vyhoncich a poté je transportovan smérem ke koteni pomoci floému (Biirkle et
al., 2003).

Potiebnou sloZkou pro cytokininovou signalizaci jsou histidinkinasy (HK), které
se podileji na celkové fytohormonové signalizaci. Samotny mechanismus signalizace
spociva ve dvouslozkové signalizacni kaskadé. Jako prvni detekuje receptor na HK
cytokininovy signal z vnéjsiho prostredi, nasledné dojde k autofosforylaci HK, ktery je
lokalizovéan €asto v membrané bunky. Poté je signdl prenesen na Histidin fosfotransfer
protein (HPP) (Hutchison et al., 2006) a protein regulace odezvy signalu (response
regulator, RR). Signal je dal pfenesen pfes vystupni doménu a modifikuje transkripci
specifickych gend. Transkripéni faktory (TF) danych gend jsou fosforylovany pro
odpovéd’ na dany signal (viz Obrazek 3) (Ryo et al., 2018).
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Obrazek 3: Schématické zndzornéni cytokininové signalizacni drahy (Upraveno podle Hutchison
et al., 2006).

2.1.5 Role cytokininll v regulaci bunééného cyklu

Pfi bunééném cyklu dochazi ke kompletnimu zdvojeni matetské bunky za vzniku dvou
identickych dcefinych bunék srovnomérné rozdélenymi bunéénymi slozkami.
K samotnému d¢leni je nejdiive potieba replikovat DNA buniky, coz probihd v S fazi.
Rozd¢leni buiiky probiha poté v M fézi, kdy se nejdiive rovnomérné rozestoupi zdvojené
chromozomy a nésledné se rozd¢li celd buiika. Pro S fazi a M fazi jsou dulezité¢ Gap faze
(G faze), které slouzi k syntéze komponent pro replikaci a naslednou mitézu (Pardee et
al., 1978).

Cytokininy hraji diilezitou roli v regulaci buné¢ného cyklu, kterou zabezpecuji
aktivaci signalni drahy cyklindependentnich kinas (CDK), coz jsou serin/ threoninové
protein kinasy, které fosforyluji specifické substraty a tim reguluji syntézu DNA 1 mitozu.
CDK jsou aktivovany navdzanim cyklinu a néslednou fosforylaci vzniklého komplexu
(Pines, 1999). CDK mohou byt negativné¢ regulovany zpétnovazebnou inhibici

cyklindependentnich kinas (CKI), které jsou nezbytné pii regulaci proliferace a
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diferenciace bunék (Sherr a Roberts, 1995). Spatna regulace bunééného cyklu a absence
kontrolnich mechanism bunécného cyklu méd za nésledek vznik nekontrolovaného
bunécného déleni, coz je typickym znakem nadorovych bunck (Millard a Koff, 1998).

U rostlin je regulace bunééného cyklu o néco jednodussi nez u zivoc€ichii. Samotné
regulace se ucastni n€kolik faktort jako je sacharosa, dusi¢nany, auxiny a cytokininy.
Tyto faktory maji za kol regulovat expresi kli¢ovych komponent bunééného cyklu, jako
jsou CDK a cykliny. Auxiny maji za ukol aktivovat CDK, sacharosa reguluje expresi
cyklinu D2, dusi¢nany reguluji expresi cyklinu D1 a cytokininy maji na starost expresi
cyklinu D3 (Segers et al., 1996, Mészaros et al., 2000). V ramci regulace bunééného cyklu
se zapojuje fytohormon ABA, ktery hraje roli ve zpétnovazebné inhibici regulaci exprese
CKI (Liu et al., 2003).

Regulace faze G1 se ucastni CDK 4-6 v komplexu s cykliny tfidy D (Quelle et al.,
1993). Krom¢ samotné G1 faze tento komplex reguluje i vstup do nasledné S faze,
ve které si roli regulatoru piebira komplex CDK2-cykliny E. Na konci S faze se odpojuji
cykliny E a misto nich se napoji cykliny A, které reguluji priicchod G2 fazi (Stead et al.,
2002). Po ptipravné G2 fazi se odpojuje komplex CDK2-cyklin A a dochazi k pfechodu
do M faze bunécného cyklu, kdy je fosforylovan komplex CDK1-cyklin B. (Obrazek 5)
Tento komplex je zodpovédny za priubéh fady procesi béhem mitdzy, jako je kondenzace
chromozom pomoci fosforylace histonovych proteinti nebo rozpad jaderné membrany a
nasledna tvorba mikrotubulového vieténka pottebna pro rozestup chromozomi (Gavet a
Pines, 2010).

Aktivovany komplex cyklin-CDK fosforyluje specificky cilovy protein regulace
odezvy signalu RR pomoci ATP. RR je poté odpovédny za reakci na danou cytokininovou
kontrolni body, ve kterych mtze dojit k jeho zastaveni. Tyto kontrolni body se nachazeji
mezi G1 a S fazi, mezi G2 a M fazi a mezi metafazi a anafazi mitozy. (Obrazek 4) Castym
divodem zastaveni bunétného cyklu je detekce poskozeni DNA, které mize byt
zpusobeno vnitfnimi vlivy jako jsou chyby pfi replikaci DNA, tvorba onkogent nebo
zkraceni telomer (Grana et al., 1995; Strauss, et al., 1995). Krom¢ signali zevnitt je
bunécny cyklus regulovan 1 vnéjSimi signaly, jako je mnoZstvi Zivin, biotické a abiotické
stresy nebo UV zarfeni. U mnohobunéénych organismt maji rizné buniky odlisné funkce,

a tudiz je potiebna rozdilné regulace bunécného cyklu pro riizné typy bunék (Nigg, 1995).
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Obrazek 4: Kontrolni body sav¢iho bunéného cyklu piisobenim CDK (Upraveno dle Grana et
al., 1995).

2.2 Derivaty cytokininti

Ptirozené se vyskytujici cytokininy jsou béhem své biosyntézy modifikovany. Pii téchto
upravach jsou aminokyseliny nebo rlizné cukerné ¢asti (jako je naptiklad alanin, glukosa
nebo ribosa) ptipojovany k zakladni kostfe cytokininti. Podle modifikaci se cytokininy
vyskytuji v riiznych formach jako jsou nukleotidy, nukleosidy, glykosidy (ve formé O-
glykosidli nebo N-glykosidll), anebo ve formé volné baze. Tato forma je dana typem
konjugované molekuly na zékladni cytokininové struktute (Uniyal et al., 2022).

Pfi syntéze derivati cytokinini dochazi ke zménam jak jejich chemickych,
fyzikalnich, ale 1 biologickych vlastnosti. Cytokininy maji pfirozené fadu vlastnosti pro
jejich vyuziti v zemédé€lstvi, biotechnologiich, mediciné nebo kosmetice. Cilenou
syntézou derivati cytokininli miZeme jejich dosavadni vlastnosti vylepsit, nebo ziskat
vlastnosti nové, a proto jsou hojné¢ zkoumany (Oshchepkov et al., 2020). Nejcastéji
derivaty vznikaji navazanim substituentll do pozic uhliku C2 (R1 substituent), C6 (R2
substituent) anebo dusiku N9 (R3 substituent) vychoziho adeninu (viz Obrazek 5).
Vlastnosti derivatl cytokinin jsou ovSem modifikovany navazanim substituentll na
vSechny pozice purinového skeletu.

Diplomova prace se zabyva syntézou derivatl cytokininl se substituci v pozicich

uhliku C2 a dusiku N9. Na pozici C2 byly navazany derivaty chloru nebo fluoru. Ve studii
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védeckého tymu Savelieva et al., 2018 byla testovana fada analogii BAP, které¢ byly
substituovany v pozicich C2 a C6 uhliku a N9 dusiku adeninu. V receptorovém biotestu
bylo zjisténo, ze aktivita receptoru AHK3 byla zvySena po piidani analogl obsahujici
halogeny chlor a fluor na pozici C2 uhliku v porovnani s analogy obsahujici na této pozici
vodik nebo amino skupinu. Substituce chloru nebo fluoru v pozici C2 uhliku, oproti
substituci amino skupiny, zvysila aktivitu i v Amaranthovém testu (Savelieva et al.,
2018).

Pfi studiu antisenescencni aktivity cytokininl na rostlindch bylo zjisténo, Ze Ize
zvysit biologickou aktivitu pfirozené se vyskytujicich cytokinind jejich modifikaci.
Zejména se osveédcilo navazani skupiny tetrahydropyranu (THP) nebo tetrahydrofuranu
(THF) na N9 atom purinu (Szucova et al., 2009). Pfi studiu antisenescencni aktivity bylo
zjisténo, Ze u derivatl vykazujici vysSSi antisenescen¢ni aktivitu dochazi ke snizeni
peroxidace lipidi v membranovych strukturdch za temnostnich podminek (Zavaleta-
Mancera et al., 2007).

Kromé vySe popsaného pozitivniho efektu na rostlinné buiiky byl u nékterych typii
derivati studovan vliv na Zivoc¢isné bunky. Bylo zjiSténo, Ze cukerné cytokininové
konjugaty s ribosou navazanou na pozici N9 dusiku maji slibné cytotoxické vlastnosti
vici Sirokému spektru nadorovych bunék (glioblastom, rhabdomyosarkom, rakovina
prsu, nadory centrdlniho nervového systému, kolorektdlni rakovina, rakovina plic,
leukémie, melanom, rakovina prostaty, vajecniki a ledvin) (Dolezal et al., 2007; Voller et

al., 2010; Voller et al., 2017). Problémem u fady ribosidu je jejich toxicita i na necilové

tkané (Jordheim et al., 2013).
Ro
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Obrazek 5: Schématické znazornéni nejcastéjSich mist substituci adeninu pfi tvorbé derivati
cytokinint.
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2.3 Vyuziti cytokinind a jejich derivati v biotechnologii

Hlavnim cilem biotechnologii v zeméd¢€lstvi je zvysit vynosnost plodin, zlepsit jejich
odolnost, rist a nutricni vlastnosti. Tato vylepseni jsou potieba z ditvodu vzriistajici lidské
populace a tim i1 zvySujicich se narokil na mnozstvi potravin, a to se zmensujici se plochou
pro péstovani, kvili ristu mést. Zemédélské plodiny se potykaji s fadou negativni
faktori, jako jsou ménici se teploty, zasoleni piidy a nedostatek vody nebo napadeni
plodin patogeny ¢i Skiidci. Pro zlepSeni kvality plodin se za posledni roky vyvinuly nové
technologie, jako jsou genetické modifikace, fotobiotechnologie nebo manipulace

s fytohormonovou rovnovahou (Tripathy et al., 2017).

2.3.1 Mikropropagace rostlin

Exogenné aplikované cytokininy ovliviiuji rast rostlin, ¢ehoz je vyuzivdno pfi
mikropropagaci rostlin. To znamené propagaci rostlin dan¢ho genotypu pomoci in vitro
technik. Casto se mikropropagace provadi za i¢elem vys§iho vynosu rostlin nebo jejich
levnéjsi  produkce (Debergh a Read, 1991). Nejpouzivangj$im cytokininem
pro mikropropagaci je BAP, ktery je vyuzivan pfedevsim pro jeho vyznamnou podporu
rustu rostlin a relativné jednoduchou ptipravu (Plihalova et al., 2016). Pii ptidani
cytokininh do kultivacniho media dochdzi ke stimulaci tvorby vyhonk
z nediferenciovaného kalusu, kofeny se naopak tvofi minimalné (Fratini a Ruiz, 2002).
Stimulace riistu vyhonkt je ovlivnéna nejen typem vyuzitého cytokininu, ale i druhem
rostliny, kterd je kultivovana (Shah et al., 2015). Nejcastéji kultivované plodiny v dnesni
dobé jsou banany (viz Obrazek 6), jahody, jablka, riize, melouny, ale také celd Skala
okrasnych nebo 1écivych rostlin. Pro fadu rostlinnych druht je mikropropagace nejlepsi
moznost, jak snizit ndklady na produkci rostlin anebo zvysSit mnoZstvi vypéstovanych

plodin (Aremu et al., 2020).
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Obrazek 6: Nahote: Pribéh mikropropagace bananti na kultivaénim mediu. Dole: Péstovani
banani z kultiva¢niho media v kontrolovanych podminkach ve skleniku (Devi et al., 2017).

2.3.2 Cytokininy v mediciné

Velkou vyzvou ve vyzkumu novych latek vyuzitelnych v medicing, je objevit latky
s antimikrobialnimi, protizanétlivymi nebo tfeba protinddorovymi vlastnostmi
bez vedlejsich G&inkd na cilovy organismus. Castou komplikaci je nutnost kombinace
1é¢iv pro 1écbu zanétu a zaroven IéCiv s antimikrobidlnimi vlastnostmi (Bekhit et al.,
2005).

Role pfirozené se vyskytujicich cytokininii v regulaci bunééného cyklu a
diferenciace rostlinnych bun¢k ukazuje na jejich moznou klicovou roli v biochemickych
procesech nejen v rostlinnych, ale i zivo¢isnych nebo lidskych buiikéch. Cytokininy a
jejich derivaty byly v poslednich letech biologicky testovany na moZnosti jejich vyuZiti
také v lékatstvi. Maji slibné vlastnosti pro vyuziti jako protinddorové, antivirové,
antiparazitarni lé¢iva a jiné farmaceutické prostiedky nebo jako inhibitory
neurodegenerace (Oschepkov et al., 2020).

Béhem poslednich né€kolika let byla testovana biologické aktivita fady derivati
cytokininli, a to jak v zivo€isnych, tak i1 v rostlinnych buiikéch. OdliSnou aktivitu
u zivoc¢isnych bunék oproti rostlinnym zptsobuje to, Ze zivocisné bunky postradaji
receptorové HK a vicekrokové fosforylacni signaliza¢ni kaskady, které¢ se vyskytuji

v rostlindch a jsou odpovédné za cytokininovou signalizaci. V praci, kterou zvetejnil
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Voller et al. (2010) byla porovnavana cytotoxickd aktivita nckterych vybranych
nukleosidd a jejich odpovidajicich nukleotidl v zivociSnych buinikach. Cytokininy byly
testovany na protinadorovou aktivitu, kdy bylo zjist€no, Ze vybrané nukleotidy mély
ke svym nukleosidovym derivatim srovnatelnou aktivitu. Na rozdil od volnych bazi,

které byli v rakovinnych bunikach neaktivni.

2.3.3 Cytokininy a jejich kosmetické aplikace

Bylo zjisténo, ze cytokininy maji vliv na in vitro kultivované epitelialni bunky. Tato studie
ukazuje, ze tyto fytohormony mohou byt pouzity jako lokalni latky pro ochranu a
regeneraci pokozkového epitelu (Rattan a Clark, 1994).

Mechanismus vlivu cytokinint na pokozkové bunky spoc¢iva v jejich antioxidacni
aktivité. Kinetin i BAP maji pozitivni vliv na aktivitu antioxida¢nich enzymti, ochraiuji
pfed oxidacnim a glykosylacnim poskozenim DNA, a zabranuji degradaci
membranovych proteini a fosfolipidi (Jablonska-Trypu¢ et al., 2016). Dulezitym
faktorem pro ucinky fytohormont je pouzitd koncentrace. Pfi nizkych koncentracich
vykazuji antioxida¢ni vlastnosti, ale naopak pii pouziti vysokych koncentraci cytokinini
je vliv oxida¢niho stresu zesileny a aktivuje buné¢nou apoptoézu (Othman, et al., 2016).

Z diivodu pozitivniho vlivu cytokinini na pokozkové buiiky, jsou komeréné
vyrabény krémy obsahujici jako aktivni sloZku cytokininy nebo jejich blizké derivaty.
Pti klinickych studiich pouzivani krému obsahujici 2 % kinetinu na plet’ byla zlepSena
jeji hydratace a pruznost a byla zvySena odolnost vii¢i UV zateni (Ji et al., 2010). UV
zafeni je problémové zdivodi dehydratace pleti, ktera je doprovazena ztratou
membranového transportéru vody (aquaporinu, AQP3) a tim dochazi k celkovému
starnuti pleti. Bylo zjisténo, ze tZ zabranuje ztrat¢ AQP3, ¢imZz pomaha zachovat

strukturu a hydrataci klize a také urychluje hojeni koznich ran (An et al., 2017).

2.4 Inhibitory cyklin dependentnich kinas

Jedny z medicinsky vyznamnych latek jsou CKI, které jsou schopné zastavit bunécny
cyklus v jeho kontrolni fazi a tim zamezit naptiklad rakovinnému bujeni nebo jinému
proliferativnimu onemocnéni. Pii studiu cytokininovych derivati byla objevena fada
aktivnich CKI, jako potencialnich 1é¢iv. CKI je skupina strukturné rozmanitych molekul,

které maji urCité spolecné znaky. Jsou to nizkomolekularni latky, které se vazZou
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hydrofobnimi vazbami a vodikovymi mistky k CDK. Inhibuji aktivitu CDK tim, ze
kompetuji s ATP o ATP-vazebné misto na CDK (Hardcastle et al., 2002).

V soucasné dobé¢ je studovan jejich vliv na nervové buiiky, a tudiz i jejich mozny
vliv na neurodegenerativni onemocnéni jako je napiiklad Alzheimerova choroba, n¢které
druhy sklerosy nebo tieba mrtvice (Patrick et al., 1999). Dale je studovan vliv inhibitori
CDK na regulaci virovych patogenii. Bylo zjisténo, ze nckteré viry jsou schopny
regulovat tvorbu a aktivaci CDK, coz je potiebné pro replikaci bunky a tim 1 virovych
¢astic. Vyhodou CKI pii regulaci virového napadenti je jejich pfimé zacileni na bunééné
cile. Coz ma za nasledek tvorbu nerezistentnich kmenti viri (Schang et al., 2001).

Jeden z prvnich objevenych CKI, pojmenovany olomoucin, specificky blokuje
CDKI1, CDK2 a CDKS kinasy a to jiz v mikromolarnich koncentracich (Vesely et al.,
1994). Pfi snaze zvysit inhibi¢ni aktivitu, byl vyvinut roskovitin, ktery je selektivnéjsi
vicéi nadorovym bunikdm a ma i zvySenou antimitotickou aktivitu (Havli¢ek et al., 1997)

(Obrazek 7).
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Obrazek 7: Struktura olomoucinu (vlevo) a roskovitinu (vpravo).
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2.5 Vyuziti pyrazolu jako motivu pro piipravu lé€ivych latek

V Iékafstvi je vénovana pozornost derivatim s pyrazolovou funk¢ni skupinou, které lze
vyuzit i v dalSich odvétvich, jako je technologie nebo zeméd€lstvi. Pyrazolové latky maji
vysoky potencial pro vyuziti v medicin€. To je déno jejich funkci jako inhibitort glykace
proteinli. Vyzkum pyrazolovych 1é¢iv se hojné rozsifil po objevu pfirodniho 1é¢iva
pyrazolového C-glykosidu Pyrazofurinu, ktery ma ovéfenou antimikrobidlni a
antivirotickou aktivitu (Comber et al., 1991) (Obrazek 8). Struktura pyrazolu se vyskytuje
protinddorové 1éCivo Pyrazomycin (Kumar et al., 2016; Alam et al., 2016). Dale byly
mezi pyrazolovymi derivaty latky s antibakteridlni (Kumar et al., 2016), antimykotickou
aktivitou (Ardiansah, 2017), antitumoro6zni aktivitou, antiflogistika, antituberkulézni a
antioxidac¢ni vlastnosti (Ansari et al., 2017; Fustero et al., 2000). Antitumorozni aktivita
byla studovana na latkach s navazanou pyrazolovou strukturou jiz v divéjsi studii Gucky
et al., 2018. V této studii byly cytokininové derivaty testovany na lidskych nadorovych
liniich MV4-11 (linie bunék myeloidni leukemie) a K562 (buiiky linie chronické
leukemie). V testech cytotoxicity bylo zjiSténo, ze fada z téchto strukturnich derivath

m¢élo vyrazné cytotoxické vlastnosti na vybranych nadorovych liniich.

Obrazek 8: Vlevo: Chemicka struktura pyrazofurinu. Vpravo: Chemick struktura difenamizolu.
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2.6 Cytokininové biologické testy

Efekt cytokinini na jednotlivé faze rostlinného vyvoje muize byt hodnocen mnoha
riznymi biotesty se specifickymi parametry. Jedny z prvnich popsanych biotesti hodnoti
efekt cytokininli na kliceni semen fedkvicek (Kuraishi a Okumura, 1956) a salatu (Miller,
1957). Dalsi skupina testii posuzuje schopnost cytokininii aktivovat bunécné déleni, naptiklad
na hypokotylech soji (Manos a Goldthwaite, 1976, Newton 1980) nebo v mrkvi (Letham,
1967). Dalsi typy biotestl posuzuji vliv cytokinini na rist kotyledoni a byly popsany
naptiklad v listech fazoli (Miller, 1963), dyni (Banerji a Loloraya, 1965), okurce (Narain a
Loloraya, 1974) a tedkvi¢ce (Letham 1971). Dalsi typ biotestli popisuje schopnost tvorby
pupentl a apikalniho riistu v hrachu (Thimann a Sachs, 1966).

Jednim z biologickych testd pouzitym v této diplomové praci pro urceni
biologické aktivity cytokininti je receptorovy test. Rostlinné fytohormony cytokininy jsou
detekovany rostlinou pomoci HK receptort, které jsou lokalizovany na membrané. Cilem
testu je ovéteni schopnosti cytokininll navazat se na membranovy receptor a tim aktivovat
specifickou signdlni drahu. Byly identifikovany tfi specifické receptory, které se vyuzivaji
pfi receptorovych testech cytokininl a to: Arabidopsis histidinova kinasa 2 (4Arabidopsis
histidin kinase 2, AHK?2), Arabidopsis histidinova kinasa 3 (AHK3) a Cytokinine
response (AHK4). Tyto receptory se 1i$i svymi biologickymi i chemickymi vlastnostmi.
VSechny tfi receptory obsahuji ¢ast, kterd zasahuje do cytoplasmy, kde interaguji
s odpovédnymi Histidin fosfotranferovymi proteiny (AHP), které poté prenaseji signal
do jadra. Dfive se védci domnivali, Ze vazebnd mista pro cytokininy jsou umistény
na plasmatické membrang, ale bylo zjisténo, Ze vétsi Cast vazebnych mist pro cytokininy
je umisténa na endomembranach endoplasmatického retikula (Wulfetange et al., 2011).

Dale se u cytokinini testuje jejich schopnost oddalit starnuti listt. K senescenci
listh dochazi az v zavérecné fazi vyvoje rostliny. Jednd se o postupnou degradaci a
odumirdni dané c¢asti rostliny, pfi které dochazi ke zméndm na bunécéné urovni,
metabolismu, genové expresi 1 v detekci signalli z prostfedi. Hlavnim méfitkem
pii senescenCnim biotestu je mnozstvi chlorofylu v listech. Pfi senescenci dochdzi
ke zvySenému rozkladu chlorofylu a degradaci listovych proteinti, lipidi v membrénach
a RNA. Regula¢ni drahy rostlinnych hormonti jsou propojeny v endogenni regulacni sit,
ktera fidi cely metabolismus a riist rostliny, v€etné senescence rostlin. Cytokininy v této

regulacni draze hraji roli pfi oddéleni nastupu starnuti. U A. thaliana bylo zjisténo, ze
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cytokininovy receptor AHK3 hraje dalezitou roli v regulaci cytokininem zprostiedkované
starnuti listd (Holub et al., 1998).

Poslednim cytokininovym biotestem vyuzitym v této diplomové praci byl
kalusovy biotest. V tomto testu je vyuzivana schopnost tvorby nediferenciovaného kalusu
z pletivového vzorku rostliny. Samotnou tvorbu kalusu indukuje pfitomnost cytokininti a
auxind v kultivaénim mediu. V testu se poté hodnoti schopnost cytokininli nebo jejich

derivatii indukovat mnozeni bun€k a nasledny rtst kalusu (Van Staden a Drewes, 1991).

2.7 Cytotoxické testy na zivoc¢iSnych bunkach
Jedna z moZnosti testovani toxicity vytvofenych latek na Zivé bunky je test redukce
resazurinu. Resazurin se vyuziva jako indikéator chemické cytotoxicity a principem tohoto
testu je redukce resazurinu na resorufin a dihydroresorufin pomoci metabolismu
zivotaschopnych bun¢k. Tato pfeména probiha uvnitf bunék, kdy se na ni podili
oxidoreduktazy z mitochondrii nebo cytosolu. Zména barvy pfi redukci resazurinu se
meéfi kolorimetricky nebo fluorimetricky. Resazurin je pro buiiky netoxické barvivo, které
je stabilni v kultivaénim mediu. Pfi snizené proliferaci nebo zhorSeni zivotaschopnosti
bun¢k dochazi ke snizeni redukce resazurinu. Rychlost redukce barviva je pfimo imérna
mnozstvi zivotaschopnych bunék ve vzorku. Resazurin je svétle modrad slabé
fluorescencni latka, ktera se pfi redukci pfeméni na Cervené fluorescencni resofurin
(Anoopkumar-Dukie et al., 2005).

Dal$im testem, ktery se vyuziva pro testovani biologické aktivity latek je
fluorometricky test cytotoxicity mikrokultury (fluorometric microculture cytotoxicity

assay, FMCA). Jedna se o test slouZici pro ur€eni cytotoxickych vlastnosti studovanych
latek na bunécné kultury. Bun&cna kultura je vystavena studované latce v mikrotitracni
desti¢ce po dobu 2 dni, poté se hodnoti hustota zivych bun¢k (Lindhagen et al., 2008).
Dalsim biologickym testem vyuzivanym pro studium vlivu cytotoxicity studovanych
latek nebo metabolické aktivity bunéénych kultur je 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazoliumbromid (MTT) test. Jednd se o kolorimetricky test urceny
pro vyhodnoceni metabolické aktivity testovanych bunék. Metabolickd aktivita a
zivotaschopnost studovanych bun¢k se urcuje podle miry redukce MTT na fialové
krystaly formazanu. K tomu dochézi v metabolicky aktivnich buitkdch pomoci NADPH

zavislych enzymu oxidoreduktas (Ghasemi et al., 2021).
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie

Pro syntézu testovanych latek byly vyuzity 4-(1H-pyrazol-1-yl) a diethylether anilin
od firmy Merck Life Science spol. s r.o. Chemikalie 2,6-dichloro-9H-purin byl zakoupen
od firmy Olchemim. Déle 2-fluoro-6-chloro-9H-purin, 2-fluoro-6-chloro-9-(tetrahydro-
2H-pyran-2-yl)-9H-purin a 2,6-dichloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin byly
piipraveny na Katedie chemické biologie. NaCl, 1-propanol, metanol, chloroform byly
zakoupeny od firmy Lach-ner s.r.o. Trimethylamin (TEA) a amoniak byly zakoupeny
od firmy Penta s.r.o. Latky 2,3-dihydrofuran, ethylacetat a kyselina trifluoroctova byly
zakoupeny od firmy Sigma Aldrich s.r.o.

3.2 Metody a piistrojova technika

Urceni Cistoty testovanych latek bylo provedeno na vysokoucinné kapalinové
chromatografii (HPLC) Beckman Gold Systém, pficemz byla vyuzita kolona C18
Symetry, kterd méla primér 2,1 mm a délky 150 mm s porovitosti 5 pm. Jako mobilni
faze byl vyuzit roztok MeOH:HCOONH4 v poméru 1:9 s methanolovym gradientem
10—90 % 35 minut pti pH 4 a pratoku 0,3 ml/min. Pro méfeni absorbance eluatu v oblasti
UV byla vyuzita vinova délka 210 nm — 400 nm. Ziskany eluat se separovanou latkou byl
nasledné veden do hmotnostniho spektrometru (MS) Waters Aliance 2695. Pro ionizaci
vzorku byla vyuZita ionizace elektrosprejem (ESI) pii teploté 120 °C, k desolvataci byla
vyuzita teplota 300 °C a dusik jako desolvata¢ni plyn. lonizace byla dosazena kapilarnim
napétim 3.0 kV a napétim na vstupni §térbin€ 20 V. Méteni bylo provadéno pozitivnim
(ESI+) FULLSCAN moédu v rozsahu m/z 50-850.

Ke stanoveni syntetizovanych latek pomoci identifikace a porovnani vodikového
spektra 'H byl vyuzit NMR spektrometr - JEOL 500 ECA. Vzorky byly pfipraveny
rozpusténim v dimethylsulfoxidu-ds (DMSO-ds).

Pro stanoveni vzniklé latky po syntéze byla vyuzita elementarni analyza C, H, N

pomoci analyzatoru Thermo Finnigan Flash EA1112.
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3.3 Syntézy derivatt

3.3.1 N-(4-(1H-pyrazol-1-yl) fenyl)-2-chloro-9H-purin-6-amin (AMO04)

Pfi této syntéze dochazi k navazani 4-(1H-pyrazol-1-yl) anilinu na 2,6-dichloro-9H-purin.
Nejdiive bylo odvéazeno 1,13 g (1 ekv.) 2,6-dichloro-9H-purinu, ktery byl spolu s 1 g
(1 ekv.) 4-(1H-pyrazol-1-yl) anilinu rozpustén v 100 ml 1-propanolu. Reakce probihala
za pritomnosti bazického TEA o objemu 2,188 ml (2,5 ekv.). Reakéni smés byla
refluxovana po dobu 5 hodin. Po dokonceni reakce byla zkontrolovana piitomnost
produktu pomoci tenkovrstevné chromatografie (thin layer chromatography, TLC), kde
jako mobilni faze byl pouzit CHCIl3;: MeOH v poméru 9:1. Precisténi vzorku bylo
zajisténo rekrystalizaci v metanolu a naslednou filtraci vzniklého krystalického produktu.
(Obrazek 10)

Vytézek: 1,23 g (66,3 %), HPLC: 98 %, Mr: 311,73

NMR: 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § ppm: 6.53 (t, J=2,5 Hz, 1H), 7.72 (d, J=1,5 Hz,
1H), 7.81 (d, J=8,5 Hz, 2H), 7.96 (d, J=8 Hz, 2H), 8.32 (s, 1H), 8.44 (d, J=2,5, 1H), 10,35
(bs, 1H), 13.33 (bs, 1H)

EA (teoretickd/ namétend): C: (53,99 %/ 52,99 %), N (31,45 %/ 29,68 %), H (3,23 %/

2,98 %)
g

N
TEA

Cl —
N G 1-propanol \©\NH
N‘ \> + N I
N
C,)\N/ N 100 °C N‘ N \>
)\ Z
Cl N

N2 5 hodin

Iz

Obrazek 10: Schéma syntézy N-(4-(1H-pyrazol-1-yl) fenyl)-2-chloro-9H-purin-6-aminu.
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3.3.2 N-(4-(1H-pyrazol-1-yl) fenyl)-2-fluoro-6-chloro-9H-purin-6-amin (AMOS5)
Syntéza je zaloZena na navazani 4-(1H-pyrazol-1-yl) anilinu na komeréné dostupny
2-fluoro-6-chloro-9H-purin. Nejdiive bylo odvazeno 1,08 (1 ekv.) g 2-fluoro-6-chloro-
9H-purinu, ktery byl spolu s1 g (1 ekv.) 4-(1H-pyrazol-1-yl) anilinem rozpustén
v 100 ml 1-propanolu. Reakce probihala za ptitomnosti bazického TEA o objemu 2,19 ml
(2,5 ekv.). Reakéni smés byla refluxovana po dobu 5 hodin. Po dokonceni reakce byla
zkontrolovana pfitomnost produktu pomoci TLC, kde jako mobilni faze byl pouzit
CHCI3: MeOH v poméru 9:1. Pro vyuziti v biologickych testech je potifebna Cistota
produktu alesponi 97 %, ¢ehoz je docileno naslednym precisténim vzorku rekrystalizaci
v MeOH a néslednou filtraci vzniklého krystalického produktu. (Obrazek 11)

Vytézek: 1,19 g (61,7 %), HPLC: 100 %, Mr: 295,77

NMR: 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & ppm: 6.53 (s, 1H), 7.72 (s, 1H), 7.80 (d, J=9,
2H), 7.96 (d, J=9, 2H), 8.26 (s, 1H), 8.44 (d, J=2, 1H), 10,43 (s, 1H), 13,30 (bs, 1H)

EA (teoretickd/ namétend): Nebylo zméfeno z diivodu nedostatku vzorku.

N
cl ﬁ TEA \©\
N|Jj N\> N \N /N\Q\ 1-propanol NH
/L & 100 °C N SN
F N H NH; 5 hodin rI \>
N TN

Obrazek 11: Schéma syntézy N-(4-(1H-pyrazol-1-yl) fenyl)-2-fluoro-6-chloro-9H-purin-6-

aminu
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3.3.3 N-(4-(1H-pyrazol-1-yl) fenyl)-2-chloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
amin (AMOS)

Pfi této syntéze bylo rozpusténo 270 mg (1 ekv.) 2,6-dichloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-
y1)-9H-purinu ve 20 ml 1-propanolu. Do suspenze bylo dale pfidano 200 mg (1,2 ekv.)
4-(1H-pyrazol-1-yl) anilinu. Reakce probihala za pfitomnosti 166,83 ul (1,5 ekv.)
bazického TEA. Reak¢ni smés byla refluxovana po dobu 5 hodin, a poté byla vloZena
do lednice. Po dokonceni reakce byla zkontrolovéana piitomnost produktu pomoci TLC,
kde jako mobilni faze byl pouzit CHCIl3: MeOH v poméru 9:1. Po zchlazeni vznikly
vreakéni smési krystaly produktu. Produkt byl prefiltrovan a dosuSen pomoci

diethyletheru. (Obrazek 12)

Vytezek: 166,3 mg (42,5 %), HPLC: 99 %, Mr: 395,85

NMR: 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § ppm: 1.36-1.44 (m, 1H), 1.58 (bs, 2H), 1.75
(bs, 1H), 1.92-2.02 (m, 2H), 3.66-3.75 (m, 1H), 4.00 (d, J=11 Hz, 1H), 5.63 (dd,
J=9,5 Hz, 1H), 6.53 (t, J=2 Hz, 1H), 7.72 (4, J=1,5 Hz, 1H), 7.82 (d, J=9 Hz, 2H), 7.95
(d, J=9 Hz, 2H), 8.45 (d, J=2,5 Hz, 1H), 8.57 (s, 1H), 10.50 (s, 1H)

EA (teoretickd/ namétfend): C: (56,95 %/ 55,22 %), N (24,77 %/ 21,01 %), H (4,58 %/

6,14 %)
@

N
[ \Q\
N N T TEA NH
/L \> + \/N 1-propanol
N . N
o N \Q\ 100 °C ”‘ o \>
NH 5 hodin )\ / |
cl N

Obrazek 12: Schéma syntézy N-(4-(1H-pyrazol-1-yl) fenyl)-2-chloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)-9H-purin-6-aminu
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3.3.4 N-(4-(1H-pyrazol-1-yl) fenyl)-2-chloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
amin (AMO09)

Pfi této syntéze se navazuje 4-(1H-pyrazol-1-yl) anilin na komer¢né dostupny 2-fluoro-
6-chloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin. Bylo navazeno 314 mg (1 ekv.)
2-fluoro-6-chloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purinu, ktery byl rozpustén v 15 ml
1-propanolu. Nésledné bylo ptiddno 219 mg (1,2 ekv.) 4-(1H-pyrazol-1-yl) anilinu a
228,36 ul (1,5 ekv.) TEA. Reakce probihala za pokojové teploty po dobu 5 dni.
Po dokonceni byla zkontrolovana pfitomnost produktu pomoci TLC, kde jako mobilni
faze byl pouzit CHCl3: MeOH v poméru 4:1. Rozpoustédlo bylo odpateno a vznikly gel
byl rozpustén v ethylacetatu (EtAc) a néasledné extrahovan vytiepavanim vodnou fazi
s pfidanym vodnym roztokem NaCl. JelikoZ nebyla konverze vychozich latek uplna a
v reakéni smési zlistala ¢ast vychozich latek, byl vysledny produkt pieciStén sloupcovou
chromatografii s mobilni fazi CHCl3:MeOH a gradientem 29:1 az 24:1. Vysledné frakce
byly zakoncentrovany na rotacni vakuové odparce. (Obrazek 13)

Vytézek: 193,1 mg (41,6 %), HPLC: 100 %, Mr: 379,39

NMR: 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & ppm: 1.28-1,43 (m, 1H), 1.27 (bs, 2H),
1.67-1.78 (m, 1H), 1.93-2.00 (m, 2H), 3.65-3.73 (m, 1H), 4.01 (d, J=9,5 Hz, 1H), 5.59
(dd, J=9,5 Hz, 1H), 6.53 (t, J=2,5 Hz, 1H), 7.72 (d, J=1 Hz, 1H), 7.82 (d, J=9 Hz, 2H),
7.93 (d, J=9 Hz, 2H), 8.45 (d, J=2,5 Hz, 1H), 8.53 (s, 1H), 10.55 (s, 1H)

EA (teoretickd/ namétend): C: (60,15 %/ 57,97 %), N (25,84 % /23,44 %), H (4,78 %/
4,71 %)

N

N
TEA

1- propanol
F \©\
20°C
b NH, 5 dni )\ \>

Obrazek 13: Schéma syntézy N-(4-(1H-pyrazol-1-yl) fenyl)-2-chloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-
y1)-9H-purin-6-aminu
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3.3.5 N-(4-(1H-pyrazol-1-yl)fenyl)-2-chloro-9-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin-6-amin
(AM-12)

V prvnim kroku syntézy se navazuje 2,3-dihydrofuran na komeréné dostupny
2,6-dichlorpurin za vzniku 2,6-dichloro-9-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purinu. Bylo
navazeno 1,015 g (1 ekv.) 2,6-dichlorpurinu, ktery byl rozpusténo v 15 ml EtAc. Poté se
pridalo 0,845 ml (2,08 ekv.) 2,3-dihydrofuranu a 0,708 ml (1,85 ekv.) kyseliny
trifluoroctové (TCA). Smeés latek byla poté michana pies noc za pokojové teploty, kdy
vzniknul Ciry zluty roztok. Vysledna reakéni smés byla upravena na pH 9,5 pomoci
amoniaku a nasledné¢ extrahovana ze smési vody a EtAc. Organicka faze byla odpaiena a
tim byl ziskdn zadany meziprodukt pro syntézu N-(4-(1H-pyrazol-1-yl)fenyl)-2-chloro-
9-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin-6-aminu.

Ve druhém kroku syntézy bylo smichano 368 mg (1,2 ekv.) 4-(1H-pyrazol-1-yl)
anilinu v 4,84 ml I-propanolu. K roztoku bylo ptfidano 0,5 g (1 ekv.) 2,6-dichloro-9-
(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purinu a 0,807 ml (3 ekv.) TEA. Smés byla refluxovana
po dobu 3 hodin. Po dokonceni reakce byla zkontrolovdna ptitomnost produktu pomoci
TLC, kde jako mobilni faze byl pouzit CHClz: MeOH v poméru 9:1. Rozpoustédlo bylo
odpateno a vznikly gel obsahujici produkt syntézy byl rozpustén v EtAc a nasledné
extrahovan vytfepavanim vodnou fazi s pfidanym vodnym roztokem NaCl. Po odpateni
EtAc byl vznikly gel sobsazenym findlnim produktem piecistén sloupcovou
chromatografii s mobilnim fazi CHCl3:MeOH a gradientem 29:1 az 24:1. (Obrazek 14)
Vytézek: 339,7 mg (46,1 %), HPLC: 99 %, Mr: 381,82
NMR: 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & ppm: 1.98-2.09 (m, 1H), 2.14-2.25 (m, 1H),
2.36-2.53 (m, 2H), 3.92 (q, J=7 Hz, 1H), 4.15 (q, J=7,5 Hz, 1H), 6.26 (t, J=5 Hz, 1H),
6.53 (t, J=2 Hz, 1H), 7.72 (d, J=2 Hz, 1H), 7.81 (d, J=9 Hz, 2H), 7.95 (d, J=9 Hz, 2H),
8.45 (t, J=3 Hz, 2H), 10.47 (s, 1H)

EA (teoretickd/ namétena): C: (56,62 %/ 52,57 %), N (25,68 % /23,5 %), H (4,22 %/ 4,49
%0)
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Obrazek 14: Schéma syntézy N-(4-(1H-pyrazol-1-yl)fenyl)-2-chloro-9-(tetrahydrofuran-2-yl)-
9H-purin-6-aminu

3.3.6 N-(4-(1H-pyrazol-1-yl)fenyl)-2-fluoro-9-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin-6-amin
(AM13)

V prvnim kroku syntézy se navazuje 2,3-dihydrofuran na komerén¢ dostupny 2-fluoro-6-
chlorpurin za vzniku 2-fluoro-6-chloro-9-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purinu. Nejdiive byl
navazen 1 g (1 ekv.) 2-fluoro-6-chlorpurinu, ktery byl rozpusStén v 15 ml EtAc. Poté se
pridalo 0,911 ml (2,08 ekv.) 2,3-dihydrofuranu a 0,82 ml (1,85 ekv.) TCA. Smés latek se
poté nechala reagovat ptes noc za pokojové teploty, kdy do druhého dne vznikne ¢iry
zluty roztok. Bylo upraveno pH roztoku na hodnotu 9,5 pomoci amoniaku a roztok byl
extrahovan ve smési voda/EtAc. Poté byl EtAc odpafen a tim byl ziskan zadany
meziprodukt pro syntézu N-(4-(1H-pyrazol-1-yl)fenyl)-2-fluoro-9-(tetrahydrofuran-2-
yl)-9H-purin-6-aminu.

Ve druhém kroku syntézy bylo rozpusténo 0,162 g (1,2 ekv.) 4-(1H-pyrazol-1-yl)
anilinu v 5 ml 1-propanolu. K roztoku bylo pfidano 0,208 g (1 ekv.) 2-fluoro-6-chloro-9-
(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purinu a 0,373 ml (3 ekv.) TEA. Smés byla refluxovana
po dobu 3 hodin. Po dokonceni reakce byla zkontrolovéana pfitomnost produktu pomoci
TLC, kde jako mobilni faze byl pouzit CHClz: MeOH v poméru 9:1. Rozpoustédlo bylo
odpatreno a vznikly gel obsahujici produkt syntézy byl rozpustén v EtAc a nasledné

extrahovan vytfepavanim vodnou fazi s pfidanym vodnym roztokem NaCl. Po vysuSeni
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EtAc byl vznikly gel s obsazenym findlnim produktem rozpustén v MeOH a nasledné
rekrystalovan. (Obréazek 15)

Vytézek: 141,9 mg (45,3 %), HPLC: 99 %, Mr: 365,36

NMR: 'H NMR (500 MHz, DMSO-d6) § ppm: 1.09 (d, J=3 Hz, 1H), 1.90 (s, 1H), 3.15
(d, J=3,5 Hz, 3H), 4.10 (d, J=5 Hz, 1H), 6.53 (t, J=1,5 Hz, 1H), 7.72 (d, J=1,5 Hz, 1H),
7.81 (d, J=9 Hz, 2H), 7.96 (d, J=9 Hz, 2H), 8.26 (s, 1H), 8.44 (d, J=2,5 Hz, 1H), 10.42 (s,
1H), 13.30 (s, 1H)

EA (teoreticka/ naméfena): Nebylo zméteno z divodu nedostatku vzorku.

Cl
TCA \>
Ny N o ethylacetat )\
1. krok | \> + Q I
P 20°C
F N H

Ptes noc (20 hodin) O

—
@] ﬁ G
TEA
N N\ \N/N 1-propanol
2. krok /“\ > + "
. N 100° C
NHz 3 hodiny SN
{j J D
a
F N/ N

Obrazek 15: Schéma syntézy N-(4-(1H-pyrazol-1-yl)fenyl)-2-fluoro-9-(tetrahydrofuran-2-yl)-
9H-purin-6-aminu
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3.4 Biologické testy

3.4.1 Testy senescence

Nejdiive byly pfipraveny 7-denni obilky pSenice ozimé (7riticum aestivum L. cv.
Hereward), kter¢ klicily v inkubétoru na zivném Hoaglandové roztoku. Vyvinuté primarni
listy byly odstiihdvany a po tfech listech odvaZzeny na analytickych vahéch tak, aby kazda
trojice vazila 100 g. Jednotlivé trojice byly zasunuty do jamek 96-jamkové desticky jejich
bazalnimi konci, kde bylo odméteno 150 pl testované latky. Vzorky byly ulozeny
do vlhké komurky a inkubovany po dobu 96 hodin pii 25 °C. Po inkubaci byly listy
presunuty do kadinek s 5 ml 80 % ethanolu, ve kterych byly na 10 minut vlozeny
do 80 °C vodni lazn¢, coZ zpilisobilo extrakci chlorofylu. Po vychlazeni roztoku ethanolu
byly vyjmuty z roztoku listy a do nové 96-jamkové desticky byly napipetovany vzorky
extrahovaného chlorofylu. V jednotlivych jamkach byla métfena absorbance pomoci
spektrofotometru Tecan Sunrise pifi vlnové délce 665 nm. Hodnoty byly porovnany

s referen¢ni hodnotou tZ.

3.4.2 Receptorovy test

Nejdiive bylo do sterilni 6-jamkové desky napipetovano po 3 ml predem piipravené¢ho
M9 media. Do kazdé jamky byly pfidany 3 pl antibiotika ampicilinu o koncentraci
100 mg/ ml a 6 pl bakteridlni pre-kultury E. coli KMIOO1-pINIII:AHK4. Pfipravené
pre-kultury se nechaly kultivovat 17 hodin do thermomixeru pti 300 rpm a teploté 25 °C.

Po kultivaci byla kultura E. coli nafedéna s novym M9 mediem a ampicilinem
(o koncentraci 100 mg/ ml) a nasledné byla rozpipetovana a do 96-jamkové desticky. Poté
byly k pfipravenym kulturdm piidany testované latky a standart (tZ) tak, aby vznikla
koncentra¢ni fada testovanych latek o koncentraci 0,1 uM, 1 uM, 10 uM a 50 uM. Vzorky
byly kultivovany 17 hodin v kultivované tfepacce (pti 450 rpm) pii 25 °C.

Po uplynuti kultivace byla stanovena aktivita B-galaktosidasy. Ke kazdému
vzorku bylo pfiddno 2 pl 25 mM 4-methylumbelliferyl galaktosid (MUG) jako
fluorogenni substrat pro B-galaktosidasu. Po 10 minutach byla reakce zastavena pomoci
Stop pufru (glycin uhli¢itanovy pufr) a byla zmétena fluorescence pii excitacni/ emisni

vlnové délce 365/ 460 nm.
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3.4.3 Kalusovy test

Pti kalusovém biotestu je hodnocen rust kalusu po aplikaci testovanych latek ve srovnani
se standardem BAP. Testované latky jsou pfidany do kultivacniho media a nartst kalust
je hodnocen po 14 dnech. Hmotnost kalust s testovanymi latkami se srovnava

s hmotnosti kalusu s aplikovanym standardem, ktery odpovida hodnoté 100 %.

3.4.4 Cytotoxicita na bunky nadorovych linii
Test cytotoxicity probihal na lidské bunééné kultuire MV4-11. Jedna se o makrofagové
bunky ziskané z kmenovych bun¢k déti trpici bifenotypickou B-myelomonocytickou
leukémii. Déle byly latky testovany na bunécné kulture K562, coz je kultura z lidskych
bunck zasazenych myeloidni leukémii. Posledni testovanou buné¢nou kulturou je lidska
bunécnd linie z karcinomu prsu MCF-7. Kultura MV4-11 byla péstovana na mediu
RPMI-1640 a kultury K562 a MCF-7 byly kultivovany na mediu DMEM. Do obou typi
medii bylo pfidano 10 % fetalni bovinni sérum, penicilin (100 U/ ml) a streptomycin
(100 pg/ ml).

Pti testu cytotoxicity byly bunky kultivovany v 96-jamkové desti¢ce v hustoté
5000 bun¢k/ jamku. Ke vSem tfem typlim bunécnych kultur byly na 72 hodin
ve vzristajici koncentracni fad€ pridany testované latky. Nasledné vyhodnoceni probihalo
pfidanim Resazurinu a métenim fluorescence vzniklého Resofurinu v emisni/ excita¢ni

vlnové délce 544/ 590 nm.

3.4.5 Cytotoxicita na buniky epitelu oka

Cytotoxicity ptipravenych latek na nenddorové lidské buiiky byla hodnocena na ARPE19
(bunky pigmentového epitelu sitnice oka). Buiikky pochazeji z American Type Culture
collection, Manassas, VA, USA. Uginky byly stanoveny pomoci 72 h ogetfeni
testovanymi slouceninami, kdy byla sledovana Zivotaschopnost buné€k pomoci testu
redukce resazurinu, ktery stanovuje metabolickou aktivitu bunééné populace. Bunky byly
udrzovany ve standardnim DMEM/ F12 mediu doplnéném fetdlnim hovézim sérem
(FBS) (10 %), glutaminem (2 mmol), penicilinem (100 U/ml) a streptomycinem
(100 pg/ ml) za standardnich podminek bunééné kultivace (37 °C, 5 % CO», vlhké
prostiedi). Bunky byly subkultivovany tfikrat tydné. Pro zhodnoceni toxicity byly buiiky
tripsinizovany a zifedény v mediu DMEM/ F12 s 10 % FBS. Bunky v kultiva¢nim mediu
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byly nasazeny do 96-jamkové desticky. Velikost inokula byla 5000 bunck.
Po 24 hodinéch inkubace byly buriky oSetfeny testovanymi slouceninami rozpusténymi
v 20 pl kultivacniho media. Byly testovany série fedéni 6 koncentraci, kazda ve tfech
opakovanich. Maximalni koncentrace a fedéni byly upraveny pro jednotlivé slouceniny,
takze ziskané namétené hodnoty umoznovaly vypocet koncentrace IC 50 pro toxické
slouceniny. Jako negativni kontrola bylo pouzito DMSO. Po 72 hodinach bylo k bunkam
pfidano 10 pl roztoku resazurinu v kultivaénim mediu. Fluorescence byla méifena

po 2 hodinach pomoci ¢teCky M2 (Biotech). Kazdy experiment byl opakovan dvakrat.

30



4, VYSLEDKY

4.1 Rozpustnost testovanych latek

Byla testovéana rozpustnost testovanych latek ve vodném roztoku pomoci turbidometru
TurbiCheck WL (Lovibond ®, Némecko), ktery pracuje v rozsahu méfeni:
0,01-1100 NTU. Pfi méfenti je pouZito bilé svétlo a detekce rozptyleného svétla pod uhlem
90°. Tento test je zalozen na priichodu svétla méfi-1i se intenzita svétla prochazejiciho
vzorkem v pivodnim sméru. Ze zméteného rozdilu paprsku svétla po prichodu vzorkem
byla ur€ena mira zakalu. Jako blank byla vyuzita ¢ista voda.

Do 9980 uL destilované vody bylo napipetovano 20 uLL 50 mM roztoku testované
latky a poté byl zméten zakal. Roztoky byly ponechény za laboratorni teploty dva dny a
poté bylo znova zmétfeno mnozstvi zakalu. Nejvice rozpustna byla latka AM-09 a AM-

12, nejméné rozpustna byla naopak latka AM-04.

Tabulka 1: Rozpustnost testovanych latek métena turbidometricky.

Latka Mira zakalu
(NTU)
AM-04 | 46,605
AM-05 | 5,595
AM-08 12,685
AM-09 | 0,1

AM-12 1,05

AM-13 18,29

4.2 Biologické testy

4.2.1 Test senescence

Byl proveden test senescence na Ctyfech testovanych latkach (AM-05, AM-09, AM-12 a
AM-13). Zbyl¢ dv¢ latky (AM-04 a AM-08) nebyly rozpustné ve vodé, a tudiZ nemohly
byt otestovany. U Zadné z testovanych latek hodnota antisenescencni aktivity nedoséhla

hodnoty referencniho vzorku. (Tabulka 2, Graf 1)
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Tabulka 2: Vysledky méfeni relativnich aktivit testu senescence u testovanych latek. Nameétené
hodnoty udévaji miru zpomaleni degradace chlorofylu. Méfeni antisenescencni aktivity bylo
provadéno ve dvou opakovanich. Jako referen¢ni vzorek byl vyuzit tZ (100 %).

Latka Optimalni koncentrace | Relativni aktivita
AMO5 107 11 (x1)
AMO09 107 13 (1)
AM-12 107 12 (1)
AM13 10 9 (1)

Koncentrace chlorofylu (mol/ 1) z listh Triticum
aestivum v senescencnim testu
45
41 —— 7.
Negativni kontrola
35 + | —=&— AM-05
——t— AM-09
g 3l AM-12
8 ——t— AM-13
©o
[=] Cerstvé listy
© 25+
s
[V
e
© 2+
2
o
(7]
Q2
< 1’5 41
1 41
0,5 : : : : :
1,00E-09 1,00E-08 1,00E-07 1,00E-06 1,00E-05 1,00E-04 1,00E-03
Koncentrace [mol/l]

Graf 1: M¢éteni koncentrace chlorofylu (mol/ 1) z listd Triticum aestivum v senescenénim testu.
Jako pozitivni kontrola slouzil tZ, negativni kontrola destilovana voda. Absorbance méfena
spektrofotometrem pii vinové délce 665 nm. Modra kfivka znaci pozitivni kontrolu tZ.
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4.2.2 Receptorovy test

Pfi receptorovém testu byla méfena schopnost navazani testovanych latek

k histidinovému receptoru AHK4. Pii méfeni aktivace enzymu B-galaktosidasy pomoci

MUG bylo zjisténo, ze testované latky, ve srovnéni se standardem tZ, nemaji detekovanou

zadnou vazebnou schopnost na AHK4. (Graf 2)
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Graf 2: Méfeni aktivity B-galaktosidasy v receptorovém testu CRE1/ AHK4. Aktivita vyvolana
testovanymi latkami je porovnavana s aktivitou tZ jako standardu.
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4.2.3 Kalusovy test

Pti kalusovém testu byl studovan vliv testovanych latek na rist kalusu. Rist kalusu byl
srovnavam pii aplikaci testovanych latek v riznych koncentracich. Aktivita testovanych
latek byla porovnavéna se standardem BAP (100 %). (viz Tabulka 3, Graf 3)

Tabulka 3: Vyhodnoceni kalusového biotestu. Srovnani relativni aktivity hodnocené podle nartstu
hmotnosti kalusu ve srovnani se standardem BAP (100 %). Hodnoty optimalni koncentrace

testovanych latek koncentraci, pii které doslo k nejvyssi relativni cytokininové aktivité. Méteni
bylo provedeno ve dvou opakovani, vysledky jsou primér z t€chto méeteni.

Latka Optimalni koncentrace | Relativni aktivita
AMO04 10 75 (£3)
AMO5 10 4 (£1)
AMOS 10° 15 (£2)
AMO09 10° 22 (£4)
AM-12 107 38 (£10)
AM13 10 39 (£5)
Kalusovy test
2,5
C:
2 2
f:j 1,5
g .
<
0,5
0
1,00E-04 1,00E-05 1,00E-06 1,00E-07 1,00E-08 1,00E-09
Koncentrace testované latky (mol/ L)
=@—=BAP =@-AM-04 AM-05 AM-08 =@=AM-09 =@=AM-12 ==@=AM-13

Graf 3: Vyhodnoceni kalusového biotestu. Srovnani nartistu hmotnosti kalusti (g) po 14 dnech
od aplikace testovanych latek. Jako pozitivni kontrola slouzil BAP, zna¢ena modrou kiivkou.
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4.2.4 Test cytotoxicity

U syntetizovanych latek byla testovana cytotoxicita na buinikach lidskych liniich K562,
MCF7 a MV4-11. Latky AM-08, AM-09 a AM-12 nebylo mozné rozpustit ve vodném
roztoku na koncentraci vyssi nez 12,5 uM. Nebyl sledovan zadny vliv testovanych latek
na bunééné kultury K562 a MCF7. Pozorovany ucinek byl pouze
na bunky kultury MV4-11. Nejucinngjsi latka byla AM-12, kde byla detekovana nizka
mira toxicity.

Tabulka 4: Vysledky testovani cytotoxicity testovanych latek pomoci resazurinového testu
na nadorovych bunéénych linii.

Testovana Bunééné kultury
latka K562 MCF7 MV4-11 Glso[pM]
Glso[uM] Glso[uM]
Pramér SMOD
AM-04 >25,0 >25,0 >25,0
AM-05 >50,0 >50,0 >50,0
AM-08 >12,5 >12,5 10,45 1,68
AM-09 >12,5 >12,5 11,08 2,05
AM-12 >12,5 >12,5 5,13 1,40
AM-13 >50,0 >50,0 >50,0

4.2.5 Cytotoxicita na buitkach ARPE-19

U vSech pfipravenych latek byla zjiStovana cytotoxicita na buiikdch epitelu ocni sitnice
ARPE-19 pomoci resazurinového testu. Latky byly testovany v 6 riznych koncentracich,
avSak ani pfi nejvyssi koncentraci 50 uM/ L nebyl u Zadné z ptipravenych latek zjiStén
cytotoxicky efekt. Z naméfenych hodnot IC 50 tedy vypliva, Ze zddna z testovanych latek

nema cytotoxické vlastnosti proti tomuto typu bunécnych linii.
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DISKUZE

Diplomova prace byla zaméfend na syntézu disubstituovanych a trisubstituovanych
derivatii cytokininl a jejich nasledné testovani biologické aktivity. Ptiprava derivata
probihala dle protokolt strukturné podobnych latek dle literatury Gucky et al., 2013.
Derivaty s navazanym chlorem na uhliku C2 mély vyssi miru konverze oproti derivatim
s navazanych fluorem na stejné pozici. Fluoroderivaty proto musely byt precistovany
rekrystalizaci nebo separaci produktu chromatografii na kolong¢.

Pro ovéfeni pribéhu syntézy a miry konverze vychozich latek byla nejdiive
vyuzita HPLC/MS, ktera urcila procentualni zastoupeni slozek v reakéni smési po syntéze
a jejich molekulové hmotnosti. Poté byla vyuzita NMR, pomoci které byla potvrzena
struktura pfipravenych derivati. Za stejnym ucelem byla vyuzita EA, ktera urcovala
procentudlni zastoupeni atomid C, N a H. Zdivodu nedostatecného mnoZzstvi
syntetizovanych latek nebyla EA zméfena pro vSechny.

Nasledné byla testovana biologicka aktivita syntetizovanych latek na rostlinnych
vzorcich, a to pomoci testu senescence, receptorového testu a kalusového testu. V zadném
z cytokininovych testli aktivita ani jedné ztestovanych latek nedosdhla aktivity
referenéniho vzorku. V pfipadé receptorového testu latky neaktivuji cytokininovy
receptor AHK4.

Ptipravené latky byly testovany na cytotoxické vlastnosti na lidskych bunéénych
liniich. Nejdiive byla otestovana cytotoxicita latek na nadorovych liniich, to konkrétné
na liniich K562, MCF7 a MV4-11. U tohoto testu méla zvySené cytotoxické vlastnosti
latka AM-12. V nésledném testu byla hodnocena cytotoxicita na nenadorovych bunkach
ARPE-19, ve kterém se ani jedna z latek nejevila jako toxicka.

Vybrany strukturni motiv syntetizovanych latek vychazi z jiz dfive pfipravenych
a otestovanych latek ze studie Gucky et al.,, 2013, které byly vyhodnoceny jako
cytotoxické viuci bunéénym kulturdm chronické i akutni leukemie. Strukturné byl
zakladni skelet adeninu ve vySe zminéné studii substituovan, stejn¢ jako v této diplomové
préaci, v pozicich uhliku C2, C6 a dusiku N9. Na pozici uhliku C2 byl navazén
aminoskupina (-NHy), na kterou byly nasledné¢ navazovany dalsi strukturni motivy.
Oproti tomu v ramci této diplomové prace byly pfipraveny derivaty s atomem halogenu
na pozici C2. Dalsi pozici substituce byl uhlik C6, na ktery byl navazovan 4-(1H-pyrazol-
1-yl) anilin. V piivodni studii Gucky et al., 2013 byl C6 substituent prodlouzen pies jeden

uhlikovy mistek, coz mize byt jednim z dlivodl niz8i aktivity ndmi pfipravenych latek.
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Takto ptipravené volné baze byly dale substituovany na pozici N9 tetrahydropyranem
nebo tetrahydrofuranem, ktery dle nékolika dosud publikovanych studii (Szucova et al.,
2009, vyznamné ovliviiuje biologickou aktivitu cytokininovych derivati.

Vramci studia Gucky et al.,, 2013 byly studovany cytotoxické vlastnosti
na nadorovych bunécnych linii. Pro dané latky nebyla zkoumana specifi¢nost toxicity
na nenddorové buiiky. V ramci diplomové prace byla u jedné z latek (AM-12) detekovana
niz$i mira cytotoxicity na nadorové buiiky (v porovnani s cytotoxickymi vlastnostmi latek
ze studie Gucky et al., 2013), ale vii¢i bunéénym liniim nenadorovych bunck nebyla
zjisténa toxicita. Upravou strukturniho motivu by mohla byt zvy3ena cytotoxicita vii¢i
nadorovym buitkdm a tim by strukturni motiv AM-12 mohl byt vychozim bodem dalsich
studii antitumorové aktivity.

Za Ucelem zvySeni cytotoxicity na specifickych nadorovych linich je Castym
substituentem na pozici C2 amino skupina, pfes kterou mohou byt néasledné¢ navazany
dalsi strukturni motivy. Obvykle jsou vSak tyto struktury nespecificky toxické i vuci
nenddorovym builkdm. DalSim strukturnim motivem, ktery v mnoha piipadech
antitumorovou aktivitu je ribosa navdzana na N9 pozici. V této pozici byla v diplomové
praci navazan THP nebo THF, které prokazatelné zvySuji biologickou aktivitu

cytokininovych derivati (Dolezal et al., 2007; Voller et al., 2010; Voller et al., 2017).
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Zaver

V ramci diplomové prace bylo syntetizovano Sest cytokininovych derivatd. Derivaty
AM-04 a AM-05 byly substituovany na pozicich C2 a C6, kdy u derivatu AM-04 byl
v pozici C2 navazan chlor a u AM-05 fluor. Na pozici C6 byl stejné jako u vSech dalSich
derivatl navazan 4-(1H-pyrazol-1-yl) anilin. Zbyl¢ ¢tyfi derivaty byly kromé pozic C2 a
C6 substituovany i na pozici N9, a to pomoci THP nebo THF. Strukturni motiv derivatu
AM-08 obsahoval chlor a THP, AM-09 fluor a THP, AM-12 chlor a THF a nasledné
AM-13 obsahujici fluor a THF.

Vsech Sest vytvotenych latek bylo analyzovano fyzikalné-chemickymi metodami,
ato HPLC/MS, NMR a EA. Pomoci téchto metod byla potvrzena jejich struktura a Cistota
nezbytné pro dalsi biologické testovani.

VSechny pfipravené derivaty byly ndasledné testovany jak v rostlinnych
cytokininovych biotestech, tak i na nddorovych a nenadorovych zivo¢isnych bunéénych
liniich. V rostlinnych testech byla zjistovana antisenescencni aktivita, schopnost vazby
syntetizovanych latek na receptor AHK4 a vliv na rist kalusu. Ani u jedné z testovanych
latek vSak nebyla detekovana cytokininova aktivita.

V ptipadé testovani cytotoxickych vlastnosti pfipravenych derivati nebyla u
testovanych latek zjisténa vyznamna cytotoxicita viici pouzitym bunécnym liniim.

I ptfes neprokazanou biologickou aktivitu derivati pfipravenych v ramci této
diplomové prace, by tyto slouCeniny mohly slouzit jako zdklad pro dalsi studium
zminované skupiny cytokininovych derivat. Dal§im postupem pro zvySeni antitumorové
aktivity by mohlo byt navdzani amino-skupiny do pozice C2 nebo tvorby ribosidu dan¢ho
cytokininu s cytotoxickymi vlastnostmi (AM-12). Ptipadn€ by mohlo zvysit toxicitu
vyuziti pyrazolového substituentu na pozici C6, ktery bude mit fetézec pied pyrazolem

o jeden uhlik delsi.

38



Pouzita literatura
Akhtar, S. S., Mekureyaw, M. F., Pandey, C., & Roitsch, T. (2020). Role of cytokinins for
interactions of plants with microbial pathogens and pest insects. Frontiers in Plant

Science, 10, 1777. https://doi.org/10.3389/1pls.2019.01777

Akiyoshi D. E., Klee H., Amasino R. M., Nester E. W., Gordon M. P. (1984): T-DNA of
Agrobacterium tumefaciens encodes an enzyme of cytokinin biosynthesis. Proc Natl

Acad Sci USA 81:5994-5998, https://doi.org/10.1073/pnas.81.19.5994

Al-Hiari, Y. M., Qaisi, A. M., El-Abadelah, M. M., Voelter, W. (2006): Synthesis and
antibacterial activity of some substituted 3-(aryl)-and 3-(heteroaryl) indoles. Monatshefte
fiir Chemie/Chemical Monthly, 137, 243-248. DOI 10.1007/s00706-005-0424-6

Alam, R., Wahi, D., Singh, R., Sinha, D., Tandon, V., Grover, A. (2016): Design,
synthesis, cytotoxicity, HuTopolla inhibitory activity and molecular docking studies of
pyrazole derivatives as potential anticancer agents. Bioorganic Chemistry, 69, 77-90.

https://doi.org/10.1016/j.bioorg.2016.10.001

An, S., Cha, H. J., Ko, J. M., Han, H., Kim, S. Y., Kim, K. S., Kim, S. Y. et al. (2017):
Kinetin improves barrier function of the skin by modulating keratinocyte differentiation

markers. Annals of Dermatology, 29(1), 6-12. doi: 10.5021/ad.2017.29.1.6

Angra-Sharma R., Mandahar C. L. (1993): Involvement of carbohydrates and cytokinins
in pathogenicity of Helminthosporium carbonum. Mycopathologia 121, 91-99.
10.1007/BF01103576

Anoopkumar-Dukie S., Carey J. B., Conere T., O‘sullivan E., van Pelt F. N., Allshire A.
(2005): Resazurin assay of radiation response in cultured cells. Br J Radiol. 2005

Oct;78(934):945-7. doi: 10.1259/bj1/54004230. PMID: 16177019.

Ansari, A.; Ali, A.; Asif, M. (2017): Biologically active pyrazole derivatives. New J.
Chem. 2017, 41, 1641

Ardiansah, B. A. Y. U. (2017): Recent reports on pyrazole-based bioactive compounds as
candidate for anticancer agents. Asian J. Pharm. Clin. Res, 12, 45.

https://doi.org/10.22159/ajpcr.2017.v10112.22065

Aremu, A. O., Fawole, O. A., Makunga, N. P., Masondo, N. A., Moyo, M., Buthelezi, N.

M., Dolezal, K. et al. (2020): Applications of cytokinins in horticultural fruit crops:
39



Trends and future prospects. Biomolecules, 10(9), 1222.
https://doi.org/10.3390/biom10091222

Banerji, D., and Laloraya, M. M. (1965): Expansion of isolated pumpkin cotyledons with
kinetin: Effect of seedling age. Die Naturwissenschaften, 12, 349-350. doi:
10.1017/CB0O9781107415324.004

Bekhit, A. A., Ashour, H. M., Guemei, A. A. (2005): Novel Pyrazole Derivatives as
Potential Promising Anti-inflammatory Antimicrobial Agents. Archiv der Pharmazie: An
International Journal Pharmaceutical and Medicinal Chemistry, 338(4), 167-174.
https://doi.org/10.1002/ardp.200400940

Brian, P. W., Hemming, H. G. (1955): The effect of gibberellic acid on shoot growth of
pea seedlings. Physiologia Plantarum, 1955, Vol. 8, No. 3, 669-81 ref. bibl. 10

Bryksova, M., Dabravolski, S., Kucerova, Z., Zavadil Kokas, F., Spundové, M.,
Plihalova, L., Dolezal, K. et al. (2020): Aromatic cytokinin arabinosides promote PAMP-

like responses and positively regulate leaf longevity. ACS Chemical Biology, 15(7), 1949-
1963. https://doi.org/10.1021/acschembio.0c00306

Brzobohaty B, Moore I, Kristoffersen P, Bako L, Campos N, Schell J, Palme K. Release
of active cytokinin by a beta-glucosidase localized to the maize root meristem. Science.

1993 Nov 12;262(5136):1051-4. doi: 10.1126/science.8235622. PMID: 8235622.

Biirkle, L., Cedzich, A., Dopke, C., Stransky, H., Okumoto, S., Gillissen, B., Frommer,
W. B. et al. (2003): Transport of cytokinins mediated by purine transporters of the PUP
family expressed in phloem, hydathodes, and pollen of Arabidopsis. The Plant
Journal, 34(1), 13-26., https://doi.org/10.1046/j.1365-313X.2003.01700.x

Chadwick, A. V., Burg, S. P. (1967): An explanation of the inhibition of root growth
caused by indole-3-acetic acid. Plant Physiology, 42(3), 415-420.,
https://doi.org/10.1104/pp.42.3.415

Comber, R. N., Gray, R. J., & Secrist 111, J. A. (1992). Acyclic analogues of pyrazofurin:
syntheses and antiviral evaluation. Carbohydrate  research, 216, 441-452.,

https://doi.org/10.1016/0008-6215(92)84179-V

Davies, P. (2010): Plant Hormones: Biosynthesis, signal transduction, action!. Springer,

Netherlands. Dordrecht. Doi: 10.1007/978-1-4020-2686-7 1
40


https://www.cabidigitallibrary.org/action/doSearch?do=Physiologia+Plantarum

Darise, R. H., Guniarti, G., Triani, N. (2023): The effect of plant mediums and IAA plant
growth regulator concentrations on the growth of cajuput (Melaleuca cajuputi) shoot
cuttings, Agro Bali: Agricultural Journal, 2023, Vol. 6, No. 1, 129-140 ref. 30 ref., DOI:
10.37637/ab.v6i1.1120

Debergh, P.C., Read, P.E. (1991). Micropropagation. In: Debergh, P.C., Zimmerman, R.H.
(eds) Micropropagation. Springer, Dordrecht. https://doi.org/10.1007/978-94-009-2075-
0 1.

Devi, K., Gogoi, M. B., Singh, S., Sarmah, B. K., Modi, M. K., & Sen, P. (2017). In vitro
regeneration of banana and assessment of genetic fidelity in the regenerated plantlets
through RAPD. Annual Research & Review in Biology, 17(6), 1-11.,
https://doi.org/10.9734/ARRB/2017/36339

Di Benedetto A., Galmarini C., Tognetti J. (2015): Effects of combined or single
exogenous auxin and/or cytokinin applications on growth and leaf area development in
Epipremnum  aureum. J.  Hortic.  Sci.  Biotechnol.  2015;90:643—-654.
doi: 10.1080/14620316.2015.11668727.

Du, M., Zhai, Q., Deng, L., Li, S., Li, H., Yan, L., Li, C. et al. (2014): Closely related
NAC transcription factors of tomato differentially regulate stomatal closure and
reopening  during  pathogen  attack. The  Plant  Cell, 26(7), 3167-3184.,
https://doi.org/10.1105/tpc.114.128272

Dunphy, W.G. (1994): The decision to enter mitosis. Trends Cell Biol 4:202— 207,
https://doi.org/10.1016/0962-8924(94)90142-2 PMID: 14731678

Fletcher, J.C., Brand, U., Running, M.P., Simon, R., and Meyerowitz, E.M., (1999):
Signaling of cell fate decisions by CLAVATA3 in Arabidopsis shoot meristems, Science,
1999, vol. 283, pp. 1911-1914., DOI: 10.1126/science.283.5409.1911

Fratini, R., Ruiz, M. L. (2002): Comparative study of different cytokinins in the induction
of morphogenesis in lentil (Lens culinaris Medik). In Vitro Cellular & Developmental

Biology-Plant, 38, 46-51., https://doi.org/10.1079/IVP2001252

Fustero, S.; Sanchez-Rosello, M.; Barrio, P.; Simon-Fuentes, A. (2011): From 2000 to
Mid-2010: A fruitful decade for the synthesis of pyrazoles. Chem. Rev. 2011, 111, 6984—
7034., https://doi.org/10.1021/cr2000459

41



Gavet, O., Pines, J. (2010): Activation of cyclin BI-Cdkl synchronizes events in the
nucleus and the cytoplasm at mitosis. Journal of Cell Biology, 189(2), 247-259.,
https://doi.org/10.1083/jcb.200909144

Ghasemi M, Turnbull T, Sebastian S, Kempson 1. (2021): The MTT Assay: Utility,
Limitations, Pitfalls, and Interpretation in Bulk and Single-Cell Analysis. Int J] Mol Sci.
2021 Nov 26;22(23):12827. doi: 10.3390/ijms222312827. PMID: 34884632; PMCID:
PMC8657538.

Grana, X., Reddy, E.P. (1995): Cell cycle control in mammalian cells: role of cyclins,
cyclin dependent kinases (CDKs), growth suppressor genes and cyclin-dependent kinase

inhibitors (CDKIs). Blood. 1995, 1I. 211-219

Grobkinsky D.K., Naseem M., Abdelmohsen U.R., Plickert N., Engelke T., Griebel T.,
Zeier J., Novak O., Strnad M., Pfeifthofer H., et al. Cytokinins mediate 42ktivity42e
against Pseudomonas syringae in tobacco through increased antimicrobial phytoalexin
synthesis independent of salicylic acid signaling. Plant Physiol. 2011;157:815-830.
doi: 10.1104/pp.111.182931.

Grobkinsky DK, Edelsbrunner K, Pfeithofer H, van der Graaff E, Roitsch T. Cis- and
trans-zeatin differentially modulate plant immunity. Plant Signal Behav. 2013
Jul;8(7):€24798. doi: 10.4161/psb.24798. Epub 2013 Jul 1. PMID: 23656869; PMCID:
PMC3906432.

Guo, Y., Gan, S. (2005): Leaf senescence: signals, execution, and regulation. Current
topics in  developmental biology, 71, 83-112., https://doi.org/10.1016/S0070-
2153(05)71003-6

Ha S., Vankova R., Yamaguchi-Shinozaki K., Shinozaki K., Tran L.S. Cytokinins:
Metabolism and function in plant adaptation to environmental stresses. Trends Plant Sci.

2012;17:172-179. doi: 10.1016/j.tplants.2011.12.005.

Hamill, J. D. (1993): Alterations in auxin and cytokinin metabolism of higher plants due
to expression of specific genes from pathogenic bacteria: a review. Functional Plant

Biology, 20(5), 405-423., https://doi.org/10.1071/PP9930405

42



Hardcastle IR, Golding BT, Griffin RJ. Designing inhibitors of cyclin-dependent kinases.
Annu Rev Pharmacol Toxicol. 2002;42:325-48. doi:
10.1146/annurev.pharmtox.42.090601.125940. PMID: 11807175.

Hare, P.D. and van Staden, J. (1994), Cytokinin oxidase: Biochemical features and
physiological significance. Physiologia Plantarum, 91: 128-
136. https://doi.org/10.1111/.1399-3054.1994.tb00668.x

Havlicek, L., Hanus, J., Vesely, J., Leclerc, S., Meijer, L., Shaw, G., Strnad, M. (1997):
Cytokinin-derived cyclin-dependent kinase inhibitors: synthesis and cdc2 inhibitory
activity of olomoucine and related compounds. Journal of medicinal chemistry, 40(4),

408-412, https://doi.org/10.1021/jm960666x

Holub, J., Hanus, J., Hanke, D. E., & Strnad, M. (1998): Biological activity of cytokinins
derived from ortho-and meta-hydroxybenzyladenine. Plant Growth Regulation, 26, 109-
115, https://doi.org/10.1023/A:1006192619432

Honig M, Plihalova L, Husickova A, Nisler J, Dolezal K. (2018): Role of Cytokinins in
Senescence, Antioxidant Defence and Photosynthesis. Int J Mol Sci. 2018 Dec
14;19(12):4045. doi: 10.3390/ijms19124045. PMID: 30558142; PMCID: PMC6321018.

Horgan, R., Hewett, E. W., Horgan, J. M., Purse, J., & Wareing, P. F. (1975): A new
cytokinin ~ from  Populus  x  robusta. Phytochemistry, 14(4), 1005-1008,
https://do1.org/10.1016/0031-9422(75)85176-4.

Horowitz, J. M., Park, S. H., Bogenmann, E., Cheng, J. C., Yandell, D. W., Kaye, F. J.,
Weinberg, R. A. et al. (1990): Frequent inactivation of the retinoblastoma anti-oncogene
is restricted to a subset of human tumor cells. Proceedings of the National Academy of

Sciences, 87(7), 2775-2779, https://doi.org/10.1073/pnas.87.7.2775

Huai, B., Yang, Q., Qian, Y., Qian, W., Kang, Z., & Liu, J. (2019): ABA-induced sugar
transporter TaSTP6  promotes wheat susceptibility to stripe rust. Plant
Physiology, 181(3), 1328-1343, https://doi.org/10.1104/pp.19.00632

Hutchison C.E., Li J., Argueso C., Gonzalez M., Lee E., et al. (2006): The Arabidopsis
histidine phosphotransfer proteins are redundant positive regulators of cytokinin

signaling. Plant Cell 18:3073—87, https://doi.org/10.1105/tpc.106.045674

43



Jabtonska-Trypué, A., Matejczyk, M., & Czerpak, R. (2016): N6-benzyladenine and
kinetin influence antioxidative stress parameters in human skin fibroblasts. Molecular

and cellular biochemistry, 413, 97-107, https://doi.org/10.1007/s11010-015-2642-5

Ji, C., Yang, Y., Yang, B., Xia, J., Sun, W., Su, Z., Bi, Z. et al. (2010): Trans-Zeatin
attenuates ultraviolet induced down-regulation of aquaporin-3 in cultured human skin

keratinocytes. International  journal of molecular medicine, 26(2), 257-263,

https://doi.org/10.3892/ijjmm_00000460

Jordheim, L. P., Durantel, D., Zoulim, F., & Dumontet, C. (2013): Advances in the
development of nucleoside and nucleotide analogues for cancer and viral diseases. Nature

reviews Drug discovery, 12(6), 447-464, https://doi.org/10.1038/nrd4010

Kakimoto T. (2001): Identification of plant cytokinin biosynthetic enzymes as
dimethylallyl diphosphate: ATP/ADP isopentenyltransferases. Plant Cell Physiol 42:677—
685, https://doi.org/10.1093/pcp/peel12

Kakimoto T. (2003): Biosynthesis of cytokinins. J Plant Res (2003) 116:233-239,
https://doi.org/10.1007/s10265-003-0095-5

Khan, A. A. (1971): Cytokinins: Permissive Role in Seed Germination: With other plant
hormones, cytokinins regulate germination and dormancy by a novel

mechanism. Science, 171(3974), 853-859. DOI: 10.1126/science.171.3974.853

Koprna R., De Diego N., Dundéalkovd L., Spichal L. (2016): Use of cytokinins as
agrochemicals. Bioorg Med Chem. 2016 Feb  1;24(3):484-92.  doi:
10.1016/j.bmc.2015.12.022. Epub 2015 Dec 12. PMID: 26719210.

Kolyachkina, S. V., Tararov, V. L., Alexeev, C. S., Krivosheev, D. M., Romanov, G. A.,
Stepanova, E. V., ... & Mikhailov, S. N. (2011): N 6-Substituted adenosines. Cytokinin
and antitumor activities. Collection of Czechoslovak Chemical Communications, 76(11),

1361-1378. https://doi.org/10.1135/cccc2011114

Koshimizu, K., Kusaki, T., Mitsui, T., Matsubara, S. (1967): Isolation of a cytokinin,(—)-
dihydrozeatin, from immature seeds of Lupinus luteus. Tetrahedron Letters, 8(14), 1317-

1320. https://doi.org/10.1016/S0040-4039(00)90693-2

44



Kumar, R. S., Arif, I. A., Ahamed, A., & Idhayadhulla, A. (2016): Anti-inflammatory and
antimicrobial activities of novel pyrazole analogues. Saudi journal of biological

sciences, 23(5), 614-620. https://doi.org/10.1016/].5jbs.2015.07.005

Kuraishi, S., and Okumura, F. S. (1956). The effect of kinetin on leaf growth.
Shokubutsugaku Zasshi, 69, 300-306. doi: 10.15281/jplantres1887.69.300

Lang, A. (1956): Bolting and flowering in biennial Hyoscyamus niger, induced by
gibberellin. Journal article, 31, (Suppl), Plant Physiology, (xxxv),

Lee S. M., Ryu C. M,. (2021): Algae as New Kids in the Beneficial Plant Microbiome.
Front Plant Sci. 2021 Feb 4;12:599742. doi: 10.3389/1pls.2021.599742. PMID:
33613596; PMCID: PMC7889962.

LETHAM D. S. (1962): ZEATIN, A FACTOR INDUCING CELL DIVISION
ISOLATED FROM ZEA MAYS. Life Sci (1962). 1963 Aug;8:569-73. doi:
10.1016/0024-3205(63)90108-5. PMID: 14058503.

Letham, D. S. (1967): Regulators of cell division in plant tissues. V. A comparison of the
activities of zeatin and other cytokinins in five bioassays. Planta, 74, 228-242. doi:

10.1080/0028825X.1963.10429004

Letham, D. S. (1971): Regulators of cell division in plant tissues XII. A cytokinin bioassay
using excised radish cotyledons. Physiologia Plantarum, 25, 391-396. doi:
10.1111/5.1399-3054.1971.tb01462.x

Lindhagen E., Nygren P., Larsson R. (2008): The fluorometric microculture cytotoxicity
assay. Nat Protoc. 2008;3(8):1364-9. doi: 10.1038/nprot.2008.114. PMID: 18714304.

Liverman, J. L. and Bonner, J. (1953): The interaction of auxin and light in the growth
responses of plants. Proceedings of the National Academy of Sciences, 39(9), 905-916.
https://doi.org/10.1073/pnas.39.9.905

Liu, W., Xu, Z. H., Luo, D., & Xue, H. W. (2003): Roles of OsCKI1, a rice casein kinase
I, in root development and plant hormone sensitivity. The Plant Journal, 36(2), 189-202.
https://doi.org/10.1046/j.1365-313X.2003.01866.x

45



Malamy J, Carr JP, Klessig DF, Raskin 1(1990) Salicylic acid: A likely endogenous
signal in the 46  ktivity 46 e response of tobacco to  viral

infection. Science 250, 1002— 1004.

Manos, P. J., and Goldthwaite, J. (1976): An improved cytokinin bioassay using cultured
soybean hypocotyl sections. Plant Physiology, 57, 894-897. doi: 10.1104/pp.57.6.894

Marquez-Lopez, R.E., Quintana-Escobar, A.O. & Loyola-Vargas, V.M. Cytokinins, the
Cinderella of plant growth regulators. Phytochem Rev 18, 1387-1408 (2019).
https://doi.org/10.1007/s11101-019-09656-6

Mészaros, T., Miskolczi, P., Ayaydin, F., Pettko-Szandtner, A., Peres, A., Magyar, Z.,
Dudits, D. et al. (2000): Multiple cyclin-dependent kinase complexes and phosphatases
control G 2/M progression in alfalfa cells. The Plant Cell Cycle. Springer, Dordrecht.
https://doi.org/10.1007/978-94-010-0936-2 5

Meétraux J.P, Signer H., Ryals J.A., Ward E., Wyss-Benz M., Raschdorf G.K., Schmid
E., Blum W, Inverardi B. (1990): Increase in salicylic acid at the onset of systemic
acquired resistence in cucumber. Science250,1004-1006(1990).
DOI:10.1126/science.250.4983.1004

Mik V, Sziicova L, Smehilova M, Zatloukal M, Dolezal K, Nisler J, Gruz J, Galuszka P,
Strnad M, Spichal L. (2011): N9-substituted derivatives of kinetin: effective anti-
senescence agents. Phytochemistry. 2011 Jun;72(8):821-31. doi:
10.1016/j.phytochem.2011.02.002. Epub 2011 Feb 25. PMID: 21354583.

Millard, S. S., & Koff, A. (1998): Cyclin-dependent kinase inhibitors in restriction point
control, genomic stability, and tumorigenesis. Journal of cellular biochemistry.

Supplement, 30, 37-42. PMID: 19828076, PMCID: PMC2762065

Miller, C. O., Skoog, F., Von Saltza, M. H., Strong, F. M. (1955): Kinetin, a cell division
factor from deoxyribonucleic acid. Journal of the American Chemical Society, 77(5),

1392-1392. https://doi.org/10.1021/ja01610a105

Miller, C. O., Skoog, F., Okumura, F. S., Von Saltza, M. H., Strong, F. M. (1956):
Isolation, structure and synthesis of kinetin, a substance promoting cell division. Journal

of the American Chemical Society, 78(7), 1375-1380.

46



Miller, C. O. (1958): The Relationship of the Kinetin and Red-Light Promotions of
Lettuce Seed Germination. Plant physiology, 33(2), 115. doi: 10.1104/pp.33.2.115

Miller, C. O. (1963): Kinetin and kinetin-like compounds. In Modern methods of plant
analysis. Springer, Germany, Berlin. doi: 10.1007/978-3-642-94878-7 10

Miller, C. O. (1967). Zeatin and zeatin riboside from a mycorrhizal
fungus. Science, 157(3792), 1055-1057. DOI: 10.1126/science.157.3792.1055

Miura, G. A., Miller, C. O. (1969). 6-(y, y-Dimethylallylamino) purine as a precursor of
zeatin. Plant Physiology, Volume 44, Issue 3, March 1969, Pages 372-376,
https://doi.org/10.1104/pp.44.3.372

Narain, A., and Laloraya, M. M. (1974). Cucumber cotyledon expansion as a bioassay for
cytokinins. Zeitschrift Fiir Pflanzenphysiologie, 71, 313-322. doi: 10.1016/s0044-
328x(74)80038-3

Naseem, M., Dandekar, T. (2012). The role of auxin-cytokinin antagonism in plant-
pathogen interactions. PLoS Pathogens, 8(11), €1003026.
https://doi.org/10.1371/journal.ppat. 1003026

Newton, C., Morgan, C. B., and Morgan, D. G. (1980). Evaluation of a bioassay for

cytokinins using soybean hypocotyl sections. Journal of Experimental Botany, 31, 721—

729. doi: 10.1093/jxb/31.3.721

Nigg, E.A. (1995). Cyclin-dependent protein kinases: key regulators of the eukaryotic
cell cycle. BioEssays 17:471-480. https://doi.org/10.1002/bies.950170603

O’Brien, J. A., Benkov4, E. (2013). Cytokinin cross-talking during biotic and abiotic
stress responses. Frontiers in plant science, 4, 451.

https://doi.org/10.3389/1pls.2013.00451

Oshchepkov, M. S., Kalistratova, A. V., Savelieva, E. M., Romanov, G. A., Bystrova, N.
A., Kochetkov, K. A. (2020). Natural and synthetic cytokinins and their applications in
biotechnology, agrochemistry and medicine. Russian Chemical Reviews, 89(8), 787.

DOI: 10.1070/RCR4921

47



Othman, E. M., Naseem, M., Awad, E., Dandekar, T., Stopper, H. (2016). The plant
hormone cytokinin confers protection against oxidative stress in mammalian cells. PLoS

One, 11(12), e0168386. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0168386

Paces V, Werstiuk E, Hall RH. Conversion of N-(Delta-Isopentenyl)adenosine to
Adenosine by Enzyme Activity in Tobacco Tissue. Plant Physiol. 1971 Dec;48(6):775-8.
doi: 10.1104/pp.48.6.775. PMID: 16657878; PMCID: PMC396946.

Patrick GN, Zukerberg L, Nikolic M, de la Monte S, Dikkes P, Tsai LH. Conversion of
p35 to p25 deregulates CdkS activity and promotes neurodegeneration. Nature. 1999 Dec
9;402(6762):615-22. doi: 10.1038/45159. PMID: 10604467.

Pickard, B. G., Thimann, K. V. (1964). Transport and distribution of auxin during tropistic
response. II. The lateral migration of auxin in phototropism of coleoptiles. Plant

Physiology, 39(3), 341. doi: 10.1104/pp.39.3.341

Pines, J. (1999). Four-dimensional control of the cell cycle. Nat Cell Biol 1, E73-E79
1999. https://doi.org/10.1038/11041

Phinney, B. O. (1956). Growth response of single-gene dwarf mutants in maize to
gibberellic acid. Proceedings of the National Academy of Sciences, 42(4), 185-189.
https://doi.org/10.1073/pnas.42.4.185

Plihal, O., Sziicova, L., Galuszka, P. (2013). N9-substituted aromatic cytokinins with
negligible side effects on root development are an emerging tool for in vitro culturing.

Plant Signaling & Behavior, 8(6). https://doi.org/10.4161/psb.24392

Plihalova L, Vylicilova H, Dolezal K, Zahajska L, Zatloukal M, Strnad M. (2016):
Synthesis of aromatic cytokinins for plant biotechnology. N Biotechnol. 2016 Sep
25;33(5 Pt B):614-624. doi: 10.1016/.nbt.2015.11.009. Epub 2015 Dec 17. PMID:
26703810.

Podlesakova K, Zalabak D, Cudejkova M, Plihal O, Szii¢ova L, et al. (2012) Novel
Cytokinin Derivatives Do Not Show Negative Effects on Root Growth and Proliferation
in Submicromolar Range. PLOS ONE 7(6): €39293.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0039293

48


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0039293

Przheval'Skii, N. M., Magedov, 1. V., Drozd, V. N. (1997). New derivatives of indole.
Synthesis of s-(indolyl-3) diethyl dithiocarbamates. Chemistry of Heterocyclic
Compounds, 33(12), 1475-1476. https://doi.org/10.1007/BF02291655

Quelle, D. E., Ashmun, R. A., Shurtleff, S. A., Kato, J. Y., Bar-Sagi, D. M. F. R., Roussel,
M. F., Sherr, C. J. (1993). Overexpression of mouse D-type cyclins accelerates G1 phase
in rodent fibroblasts. Genes & development, 7(8), 1559-1571. doi: 10.1101/gad.7.8.1559

Rattan, S. 1., Clark, B. F. (1994). Kinetin delays the onset of aging characteristics in
human fibroblasts. Biochemical and biophysical research communications, 201(2), 665-

672. https://doi.org/10.1006/bbrc.1994.1752

Redig P, Shaul O, Inze D, Van Montagu M, Van Onckelen H (1996): Levels of
endogenous cytokinins, indole-3-acetic acid and abscisic acid during the cell cycle of
synchronized tobacco BY-2 cells. FEBS Lett 391:175-180. https://doi.org/10.1016/0014-
5793(96)00728-4

Ryals J.A., Neuenschwander U.H., Willits M.G., Molina A., Steiner H.Y., Hunt
M.D. (1996) Systemic ~ Acquired  Resistance.. Plant  Cell 8, 1809—1819.  doi:
10.1105/tpc.8.10.1809

Ryo M, Yamashino T, Nomoto Y, Goto Y, Ichinose M, Sato K, Sugita M, Aoki S (2018):
Light-regulated PAS-containing histidine kinases delay gametophore formation in the
moss Physcomitrella patens, Journal of Experimental Botany, Volume 69, Issue 20, 14

September 2018, Pages 4839-4851, https://doi.org/10.1093/jxb/ery257

Sakakibara H. (2021): Cytokinin biosynthesis and transport for systemic nitrogen
signaling. Plant J. 2021 Jan;105(2):421-430. doi: 10.1111/tpj.15011. Epub 2020 Oct 27.
PMID: 33015901.

Savelieva E.M., Zenchenko A.A., Drenichev M.S., Kozlova A.A., Kurochkin N.N.,
Arkhipov D.V., Chizhov A.O., Oslovsky V.E., Romanov G.A. (2022): In Planta, In Vitro
and In Silico Studies of Chiral N®-Benzyladenine Derivatives: Discovery of Receptor-
Specific S-Enantiomers with Cytokinin or Anticytokinin Activities. Int J Mol Sci. 2022
Sep 26;23(19):11334. doi: 10.3390/ijms231911334. PMID: 36232653; PMCID:
PMC9569578.

49


https://doi.org/10.1093/jxb/ery257

Schang L.M. (2001): Cellular proteins (cyclin dependent kinases) as potential targets for
antiviral drugs. Antivir Chem Chemother. 2001;12 Suppl 1:157-78. PMID: 11594683.

Scott R.A., Liverman J.L. (1956): Promotion of Leaf Expansion by Kinetin and
Benzylaminopurine. Plant Physiol. 1956 Jul;31(4):321-2. doi: 10.1104/pp.31.4.321.
PMID: 16654892; PMCID: PMC540793.

Segers, G., Gadisseur, 1., Bergounioux, C., de Almeida Engler, J., Jacqmard, A., Van
Montagu, M., Inz¢, D. (1996). The Arabidopsis cyclin-dependent kinase gene cdc2bAt is
preferentially expressed during S and G2 phases of the cell cycle. The Plant
Journal, 10(4), 601-612. https://doi.org/10.1046/j.1365-313X.1996.10040601.x

Shah, S. H., Ali, S., Jan, S. A., Din, J., Ali, G. M. (2015). Callus induction, in vitro shoot
regeneration and hairy root formation by the assessment of various plant growth
regulators in tomato (Solanum lycopersicum Mill.). ke Journal of Animal & Plant

Sciences, 25(2): 2015, Page: 528-538, ISSN: 1018-7081

Sherr, C.J., Roberts, J.M. (1995). Inhibitors of mammalian G1 cyclindependent kinases.
Genes Dev 9:1149-1163

Senanayake, D., Silva, T. (2024). The effect of BAP concentration and salt strength of
MS medium on the in vitro shoot growth and multiplication of Passiflora edulis var.

Horana Gold. in Proceedings of the 3rd International Electronic Conference on Plant

Sciences, 15—17 January 2024, MDPI: Basel, Switzerland

Song, L. L., Zhou, X. Y., Li, L. 1., Xue, L. J., Yang, X. L., Xue, H. W. (2009). Genome-
wide analysis revealed the complex regulatory network of brassinosteroid effects in
photomorphogenesis. Molecular Plant, 2(4), 755-772. doi: 10.1093/mp/ssp039, Advance
Access publication 23 June 2009

Srivastava, L. M. (2002). Plant growth and development: hormones and environment.

Elsevier Science, 2002

Stead, E., White, J., Faast, R., Conn, S., Goldstone, S., Rathjen, J., Dalton, S. et al. (2002).
Pluripotent cell division cycles are driven by ectopic Cdk2, cyclin A/E and E2F
activities. Oncogene, 21(54), 8320-8333. https://doi.org/10.1038/sj.onc.1206015

Strauss, M., Lukas, J., Bartek, J. (1995): Unrestricted cell cycling and cancer. Nature Med.

1995, 1, 1245-1246. https://doi.org/10.1038/nm1295-1245
50



Sziicova, L., Spichal, L., Dolezal, K., Zatloukal, M., Greplova, J., Galuszka, P., Strnad,
M. (2009). Synthesis, characterization and biological activity of ring-substituted 6-
benzylamino-9-tetrahydropyran-2-yl and 9-tetrahydrofuran-2-ylpurine
derivatives. Bioorganic & medicinal chemistry, 17(5), 1938-1947.
https://doi.org/10.1016/j.bmc.2009.01.041

Smehilovd M, Dobraskova J, Novak O, Taka¢ T, Galuszka P. Cytokinin-Specific
Glycosyltransferases Possess Different Roles in Cytokinin Homeostasis Maintenance.
Front Plant Sci. 2016 Aug 23;7:1264. doi: 10.3389/fpls.2016.01264. PMID: 27602043;
PMCID: PMC4993776.

Tarkowska, D., Dolezal, K., Tarkowski, P., Astot, C., Holub, J., Fuksov4, K., Schmiilling,
T., Sandberg, G. and Strnad, M. (2003), Identification of new aromatic cytokinins in
Arabidopsis thaliana and Populus X canadensis leaves by LC-(+)ESI-MS and
capillary liquid chromatography/frit-fast atom bombardment mass spectrometry.

Physiologia Plantarum, 117: 579-590. https://doi.org/10.1034/5.1399-3054.2003.00071.x

Tripathi, V., Edrisi, S. A., Chen, B., Gupta, V. K., Vilu, R., Gathergood, N., Abhilash, P.
C. (2017). Biotechnological advances for restoring degraded land for sustainable
development. Trends in biotechnology, 35(9), 847-859. DOLI:
https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2017.05.001

Uniyal S, Bhandari M, Singh P, Singh RK, Tiwari SP. Cytokinin biosynthesis in
cyanobacteria: Insights for crop improvement. Front Genet. 2022 Sep 9;13:933226. doi:
10.3389/fgene.2022.933226. PMID: 36160007; PMCID: PMC9504062.

Urbanova, T. and Leubner-Metzger, G. (2016). Gibberellins and seed germination. In
Annual  Plant Reviews, Volume 49 (eds P. Hedden and S.G.
Thomas). https://doi.org/10.1002/9781119210436.ch9

Van Staden, J., Drewes, F. E. (1991). The biological activity of cytokinin derivatives in
the  soybean  callus  bioassay. Plant  growth  regulation, 10, 109-115.
https://doi.org/10.1007/BF00024957

Vesely, J., Havlicek, L., Strnad, M., Blow, J. J., Donella-Deana, A., Pinna, L., Meijer, L.

et al. (1994). Inhibition of cyclin-dependent kinases by purine analogues. European

51



Journal  of  Biochemistry, 224(2), 771-786. https://doi.org/10.1111/j.1432-
1033.1994.00771.x

Voller J, Zatloukal M, Lenobel R, Dolezal K, Béres T, Krystof V, Spichal L, Niemann P,
Dzubédk P, Hajduch M, Strnad M.(2010): Anticancer activity of natural cytokinins: a
structure-activity relationship study. Phytochemistry. 2010 Aug;71(11-12):1350-9. doi:
10.1016/j.phytochem.2010.04.018. Epub 2010 Jun 1. PMID: 20553699.

Voller, J., Makova, B., Kadlecova, A., Gonzalez, G., Strnad, M. (2017). Plant Hormone
Cytokinins for Modulating Human Aging and Age-Related Diseases. In: Rattan, S.,
Sharma, R. (eds) Hormones in Ageing and Longevity. Healthy Ageing and Longevity, vol
6. Springer, Cham. https://doi.org/10.1007/978-3-319-63001-4 14

Vylicilova H, Husic¢kova A, Spichal L, Srovnal J, Dolezal K, Plihal O, Plihalova L. C2-
substituted aromatic cytokinin sugar conjugates delay the onset of senescence by
maintaining the activity of the photosynthetic apparatus. Phytochemistry. 2016
Feb;122:22-33. doi: 10.1016/j.phytochem.2015.12.001. Epub 2015 Dec 17. PMID:
26706318.

Vylicilova, H., Bryksova, M., Matuskova, V., Dolezal, K., Plihalova, L., & Strnad, M.
(2020). Naturally occurring and artificial N9-cytokinin conjugates: from synthesis to
biological activity and back. Biomolecules 2020, 10(6), 832;
https://doi.org/10.3390/biom 10060832

Waadt, R., Hitomi, K., Nishimura, N., Hitomi, C., Adams, S. R., Getzoff, E. D.,
Schroeder, J. I. (2014). FRET-based reporters for the direct visualization of abscisic acid
concentration changes and distribution in  Arabidopsis. elife, 3, e01739.

https://doi.org/10.7554/eLife.01739

Werbrouck, S.P.O., Strnad, M., Van Onckelen, H.A. and Debergh, P.C. (1996), Meta-
topolin, an alternative to benzyladenine in tissue culture?. Physiologia Plantarum, 98:

291-297. https://doi.org/10.1034/1.1399-3054.1996.980210.x

Wightman, F. (1977). Gas Chromatographic Identification and Quantitative Estimation of
Natural Auxins in Developing Plant Organs. In: Pilet, PE. (eds) Plant Growth Regulation.
Proceedings in Life Sciences. Springer, Berlin, Heidelberg. https://doi.org/10.1007/978-
3-642-66589-9 9

52



Waulfetange K, Lomin SN, Romanov GA, Stolz A, Heyl A, Schmiilling T. The cytokinin
receptors of Arabidopsis are located mainly to the endoplasmic reticulum. Plant Physiol.
2011 Aug;156(4):1808-18. doi: 10.1104/pp.111.180539. Epub 2011 Jun 27. PMID:
21709172; PMCID: PMC3149959.

Zavaleta-Mancera, H.A.; Lépez-Delgado, H.; Loza-Tavera, H.; Mora-Herrera, M.;
Trevilla-Garcia, C.; Vargas-Suarez, M.; Ougham, H. (2007) Cytokinin promotes catalase
and ascorbate peroxidase activities and preserves the chloroplast integrity during dark-
senescence. J. Plant Physiol. 2007, 164, doi: 1572-1582.
https://doi.org/10.1016/j.jplph.2007.02.003

Zolman BK, Yoder A, Bartel B.(2000): Genetic analysis of indole-3-butyric acid
responses in Arabidopsis thaliana reveals four mutant classes. Genetics - 156: 1323—

1337. https://doi.org/10.1093/genetics/156.3.1323

53



Hypertextové odkazy

Ref 1: https://www.universiteitleiden.nl/en/research/research-projects/science/ibl-the-

mechanism-of-agrobacterium-mediated-transformation-of-eukaryotic-cells

Ref  2:  https://www.freepik.com/premium-photo/grape-leaf-affected-by-pathogen-
peronospora-viticola-de-bary 21432494 . htm

54


https://www.universiteitleiden.nl/en/research/research-projects/science/ibl-the-mechanism-of-agrobacterium-mediated-transformation-of-eukaryotic-cells
https://www.universiteitleiden.nl/en/research/research-projects/science/ibl-the-mechanism-of-agrobacterium-mediated-transformation-of-eukaryotic-cells
https://www.freepik.com/premium-photo/grape-leaf-affected-by-pathogen-peronospora-viticola-de-bary_21432494.htm
https://www.freepik.com/premium-photo/grape-leaf-affected-by-pathogen-peronospora-viticola-de-bary_21432494.htm

