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C Í L E P R Á C E 

V rámci teoretické části bude vypracována rešerše zaměřená na problematiku syntézy 

derivátů purinů a jejich v l ivu na biologické systémy. 

Praktická část diplomové práce bude zaměřena na chemickou syntézu tri substituovaných 

derivátů purinů ajejich následnou charakterizaci pomocí nukleární magnetické resonance 

( N M R ) , vysokotlaké kapalinové chromatografie v tandemu s hmotnostní spektrometrií 

(High Performance Liquid Chromatography-Mass Spectrometry H P L C / M S ) a 

elementární analýzy. 

Následně budou provedeny testy biologické aktivity na rostlinných liniích 

v senescenčním, kalusovém a receptorovém testu. N a živočišných a lidských buněčných 

liniích budou provedeny testy cytotoxicity pomocí testu přeměny resazurinu na resofurin. 



1 Ú V O D 

Rostliny jako statické organismy se musí zvládat vyrovnávat s nejrůznějšími podněty jak 

z vnějšího, tak i z vnitřního prostředí. Proto mají velmi komplexní systém signalizačních 

drah, který j i m umožňuje regulovat jejich růst a vývoj. K e správné reakci na přijímané 

podněty jsou důležité fytohormony, které jsou regulátory růstu rostlin, ovlivňují jejich 

diferenciaci, vývoj embryí nebo zpomalení stárnutí. M e z i fytohormony patří například 

auxiny, gibereliny (GA) , kyselina abscisová ( A B A ) , cytokininy, kyselina salicylová (SA), 

brasinosteroidy a peptidové hormony (Khan, 1971). 

Auxiny jsou rostlinné hormony, které mají v l iv na mnoho aspektů vývoje a růstu 

rostliny. Jedním z hlavních efektů auxinů je fototropismus, který byl testován aplikací 

auxinů na dekapitované výhonky. Auxiny ovlivňují růst kořenové soustavy, inhibují 

prodlužování kořenů, ale naopak podporují růst a zakládání laterárních kořenů (Pickard a 

Thimann, 1964). Mez i nejvíce prostudované auxiny patří kyselina indol-3-octová ( IAA) 

a její chlorovaná forma (Chadwick et al., 1967). Dále byla jako aktivní auxin 

identifikována kyselina fenyloctová (PAA) (Wightman,1977) a 3-indol máselná kyselina 

(Zolman et al., 2000). 

A B A je fytohormon, který je v rostlinách všudypřítomný, a během života rostliny 

se jeho funkce mění. U dospělých rostlin reguluje reakce na enviromentální podněty, jako 

je sucho nebo zasolení půdy. Při nedostatku vody potřebují rostliny A B A k udržení 

pozitivní vodní bilance a k uzavírání průduchů, čímž zamezují ztrátám vody odpařováním 

(Waadt et al., 2014). Kromě abiotického stresu má A B A v l iv i na reakci na patogenní 

organismy. By lo zjištěno, že při napadení rostliny patogeny dochází ke zvýšené expresi 

A B A (Huai et al., 2019; D u et al., 2014). 

S A je sekundární metabolit, který je produkován řadou prokaryotických i 

eukaryotických organismů včetně rostlin. U rostlin má S A velký v l iv při imunitních 

reakcích na patogenní organismy. Akumuluje se nejen v napadeném pletivu, ale i 

distálních pletivech, což je způsobeno systémově získanou rezistencí (systemic acquired 

resistence, SAR) , která přenáší signál o napadení rostliny do okolních pletiv (Malamy et 

al., 1990; Métraux et al., 1990). Zvýšení hladin S A a jejich funkčních analogů aktivuje 

expresi na patogeny závislých genů a zvyšuje imunitu vůči virovým, houbovým, 

bakteriálním a oomycetovým patogenům (Ryals et al., 1996). 

GAmaj í stejně jako ostatní fytohormony v l iv na růst a vývoj rostlin. B y l a popsána 

jejich schopnost navrátit trpasličí vzrůst některých fenotypu rostlin kukuřice nebo hrachu 
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(Phinney 1956, Brian a Hemming 1955). Dále bylo zjištěno, že ovlivňují dobu kvetení 

rostlin (Lang 1956) a klíčení semen (Urbanova, T. and Leubner-Metzger, 2016). 

Brasinosteroidy mají velký v l iv na tvorbu a regeneraci buněčné stěny (Wolf et al., 2012). 

Další z funkcí brasinosteroidů je regulace stresové reakce rostlin na sucho, kdy reguluje 

otvírání stomat, odpařování vody a výměny plynů (Dong a Bergmann, 2010), ale také 

regulace metabolismu v reakci na světlo (Song et al., 2009). Jedním z nejvíce studovaným 

peptidovým hormonem je C L A V A T A 3 protein, který reguluje dělení apikálního 

stonkového meristému (Fletcher et al., 1999). 

Tato diplomová práce bude zaměřená na cytokininy a jejich deriváty, které jsou 

důležitými rostlinnými hormony, bez nichž by rostliny nebyly schopny správného růstu, 

reakcí na biotický a abioticky stres a ani rozmnožování. 
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2. SOUČASNÝ STAV Ř E Š E N É P R O B L E M A T I K Y 

2.1 Cytokininy 

Cytokininy jsou přirozeně se vyskytující malé organické molekuly, které se podílejí 

na řadě procesů v rostlinách, jako je regulace růstu rostlin, jejich diferenciace, vývoj 

embryí, fotosyntéza nebo třeba zpomalení senescence (O'Brien a Benkova, 2013; Guo a 

Gan, 2005). Cytokininy hrají klíčovou roli skoro ve všech vývojových období rostlin 

(Hônig et al., 2018). Hladina cytokininů je ovlivněna také buněčným cyklem, kdy se 

nejvíce cytokininů tvoří během syntetické fáze (S-fáze), naopak během mitotické fáze 

(M-fáze) j sou hladiny cytokininů sníženy (Redig et al., 1996). 

Cytokininy nemusí být syntetizovány pouze v rostlinách, ale jsou tvořeny 

některými bakteriálními, houbovými nebo hmyzími druhy, které interagují s rostlinami. 

Tyto druhy jsou schopny tvořit různé skupiny cytokininů, pomocí nichž ovlivňují rostliny 

a modulují například jejich růst nebo imunitní odpověď. Mez i interagující organismy patří 

jak rostlině prospěšné organismy (symbionti), tak rostlinné patogeny či parazité. Rostlinní 

symbionti napomáhají rostlině produkovat určité druhy fytohormonů, a tím zvyšují 

odolnost vůči biotickému či abiotickému stresu, ale také podporují její růst. Naopak 

rostlinní parazité dokáží vytvořit cytokininy, které potlačují imunitní odpověď 

napadeného organismu a tím zvyšují virulenci patogenu (Akhtar et al., 2020). 

Cytokininy jsou syntetizovány kromě rostlin a rostlinných parazitů také v sinicích, 

kde jsou zodpovědné za interakce mezi rostlinami a sinicemi. By lo zjištěno, že sinice 

exkretují některé druhy cytokininů do media. Takto získané cytokininy mohou být 

následně použity pro in vitro regeneraci rostlin (Uniyal et al., 2022). Některé sinice jsou 

schopné kolonizovat kořeny rostlin, prorůst stěnu kořene a stimulovat jejich růst. U těchto 

sinic jsou hlavním iniciátorem kolonizace kořenů rostlin právě cytokininy. Tato hypotéza 

byla potvrzena studií linie sinic s vyřazeným genem isopentenyl transferasy (IPT), který 

je důležitý pro syntézu cytokininů (Lee et al., 2021). 

2.1.1 Historie objevu cytokininů 

První cytokininy byly objeveny v 50. letech 20. století vědeckou skupinou doktora 

Mil le ra a doktora Skooga kteří objasnili i jejich v l iv na vývoj rostliny. Jako první 

identifikovali 6-furfurylaminopurin (kinetin), který podporuje buněčné dělení. B y l o také 

zjištěno, že cytokininy lze exogénne přidat pro zlepšení růstu in vitro kultivovaných 

rostlin (Miller et al., 1956). 
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První přirozeně se vyskytující identifikovaný cytokinin byl isoprenoidní derivát 

pojmenovaný jako trans-zeatm (tZ), který byl izolovaný roku 1963 z kukuřice seté (Zea 

mays) (Letham, 1963). Později byly identifikovány i další přirozeně se vyskytující 

cytokininy jako je N 6-(A 2-isopentenyl) adenin (iP), cis Zeatin (cZ) nebo dihydrozeatin 

(DHZ) (Miller, 1967; Koshimizu et al., 1967) 

Také mezi aromatickými cytokininy bylo do dnešního dne identifikováno mnoho 

přirozeně se vyskytujících zástupců jako je N 6-(3-hydroxybenzyl) adenin (meta-topolin, 

mT) (Werbouck et al., 1996) nebo 6-(3-methoxy benzylamino) purin ribosid (Tarkowská 

et al., 2003). V současnosti je však jedním z nej používanějších cytokininů syntetický 6-

benzylaminopurin (BAP) , který podporuje u kultivovaných tkání buněčné dělení (Miller 

et al., 1956). Aromatické cytokininy umožnily velký rozvoj v mikropropagaci řady 

kulturních rostlin, které by bylo jinak obtížné kultivovat (Koprna et al., 2016). Vlastnosti 

B A P a jeho v l iv na růst rostlin byly studovány již od 50. let 20. století a spolu s kinetinem 

jsou jedny z nej používanějších cytokininů v kultivačních mediích pro růst rostlin (Scott 

a Liverman, 1956; Senanayake et al., 2024). Pro správný růst rostlin na kultivačním mediu 

je potřeba přidat další z fytohormonů, a to auxiny, které umožňují regulaci růstu 

stonkových a kořenových výhonků. Nejvíce prostudovaným a využívaným auxinem 

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

2.1.2 Chemická struktura cytokininů 

Cytokininy je možné rozdělit dle původu do dvou základních skupin. Do první skupiny 

řadíme ty cytokininy, které lze běžně najít v přírodě. Tyto značíme jako přirozeně se 

vyskytující nebo přírodní. U zbylých cytokininů nebyl zatím přirozený výskyt potvrzen, 

a tudíž se značí jako syntetické cytokininy. 

Cytokininy můžeme dále rozdělit do dvou kategorií dle struktury postranního 

řetězce, a to na isoprenoidní (obsahující isopren v alifatickém řetězci) a aromatické 

(obsahující aromatické jádro navázané n a N 6 pozici) (Tarkowski, 2004). 

Mez i cytokininy obsahující isoprenoidní postranní řetězec patří například zeatin 

nebo iP. Zeatin se vyskytuje ve dvou konfiguracích, a to jako tZ a cZ. Při srovnání má tZ 

přirozeně vyšší aktivitu má v pórování s cZ, který je obecně popisován jako málo aktivní 

nebo neaktivní (Grobkinsky et al., 2013). 

Nej známějšími aromatickými cytokininy jsou například B A P nebo kinetin 

(Horgan et al., 1975). Ty jsou jako zástupci aromatických cytokininů mnohem stabilnější 

v živých rostlinách oproti isoprenoidním cytokininům, které jsou náchylnější k oxidatívni 
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degradaci. Aromatické formy cytokininů mají navíc přirozenou schopnost zamezovat 

tvorbě reaktivních forem kyslíku, což pozitivně ovlivňuje antisenescenční i antistresové 

vlastnosti rostlinných buněk (Plíhal et al., 2013) (Obrázek 1). 

Obrázek 1: Zástupci nejznámějších cytokininů 1: isopententenyladenin, 2: cis-zeatin, 3: trans-
zeatin, 4: 6-benzylaminopurin, 5: kinetin. 
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2.1.3 Metabolismus cytokininů 

Biosyntetická dráha byla doposud plně popsána pouze u isoprenoidních cytokininů, ale 

u aromatických cytokininů není do dnešního dne objasněna (Davies, 2010). 

Pro správný metabolismus cytokininů je důležitá řada enzymů. Jedním z hlavních 

enzymů biosyntézy cytokininů je IPT, která umožňuje navázání buď adenosin-5'-

monofosfátu ( A M P ) , adenosin-5'-difosfátu (ADP) nebo adenosin-5'-trifosfátu (ATP) 

na isoprenoidní prekurzor dimetylallyl pyrofosfát ( D M A P P ) , za vzniku 

isopentenyladenosin-5'-monofosfátu ( iPRMP) , isopentenyladenosin-5'-difosfátu 

( iPRDP) nebo isopentenyladenosin-5'-trifosfátu (iPRTP). Tyto meziprodukty jsou poté 

přeměněny hydroxylací na nukleotid působením enzymu cytochromu P450 (Ding, 2006). 

Druhou možností biosyntézy nukleotidu z D M A P P je pomocí tRNA-IPT navázáním 

specifické t R N A za vzniku meziproduktů prenyl-tRNA a cis-prenyl-tRNA, ze které 

vzniká daný ribonukleotid. Ze vzniklých ribonukleotidů poté vznikají aktivní volné báze 

iP, tZ, cZ nebo D H Z , a to buď přímo z ribonukleotidů pomocí enzymu fosforibohydrolasy 

(Lonely Guy, L O G ) anebo katalýzou enzymem 5 ribonukleotid fosfohydrolázou 

za vzniku ribonukleosidu jako meziproduktu (Márquez-López et al., 2019). (Obrázek 2) 

Při regulaci metabolismu cytokininů dochází kjejich inaktivaci a tím jejich 

uložení pro pozdější využití. Jednou z možností inaktivace cytokininů je cytosolární 

enzym uridin difosfát glykosyltransferasa (AtUGT) , který byl objeven u Arabidopsis 

thaliana. Ten je odpovědný za reverzibilní konjugaci glukosy či xylosy na hydroxylovou 

skupinu na N6-postranního řetězce tZ, cZ nebo D H Z . Pomocí této glykosylace dochází 

k vratné inaktivaci cytokininových volných bází (Smehilová et al., 2016). Pro opětovné 

uvolnění aktivní formy cytokininů je využito aktivity P-glukosidasy, která rozštěpí 

navázaný glykosid (Brzobohatý et al., 1993). 

Pro degradaci cytokininů je důležitý enzym cytokininoxidasa ( C K X ) , která je 

potřebná pro ireverzibilní rozklad cytokininů. Tento enzym je pozitivně regulován 

přítomností auxinů. Při degradaci dochází ke štěpení postranního řetězce za vzniku 

adeninu nebo adenosinu (Hare a Staden, 1994). C K X byla poprvé popsána roku 1971 

ve vědecké studii, ve které byla sledována aktivita tehdy neznámého enzymu 

z tabákového listu při přeměně substrátu iP na adenin (Pačes et al., 1971). Místo 

degradace cytokininů bylo určeno v apoplastu. N a rozkladu se podílejí cytokinin 

dehydrogenasa 2 ( C K X 2 ) a cytokinin dehydrogenasa 4-6 (CKX4-6 ) (Skalický, 2018). 
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Obrázek 2: Biosyntéza biologicky aktivní báze jako prekurzoru pro syntézu cytokininů (Upraveno 
podle Ding 2006). 

2.1.4 Role cytokininů v signalizaci rostlin 

Plasticita a zároveň pevnost rostlin je dána rozložením různých druhů meristémů v rámci 

celé rostliny a také diferenciací jednotlivých orgánů. Diferenciace probíhá dle 

specifického vývojového programu rostliny, aleje také ovlivněna prostředím, ve kterém 

žije, což vede k optimalizaci morfologie a fyziologie rostliny pro dané prostředí 

(Srivastava 2002). Pro správný vývoj orgánů a celkový metabolismus rostliny je potřebná 

koordinovaná komunikace mezi rostlinnými orgány, pletivy nebo i jednotlivými buňkami 

v rostlině. Hlavními komunikačními kanály mezi rostlinnými orgány jsou xylém a floém. 

Pro přenos informací jsou potřebné fytohormony, různé druhy asimilátů, anorganické 

ionty, fytohormony, peptidy, ale také R N A (Sakakibara 2021). 

N a hormonální signalizaci v rostlinách se nejvíce podílejí kromě cytokininů také 

auxiny. Funkce těchto dvou skupin fytohormonů j sou i nejvíce prostudovány. Auxiny a 

cytokininy se vzájemně ovlivňují a poměry těchto hormonů mají následně v l iv na mnoho 

vývojových procesů (Hamil, 1993). V řadě případů signalizace těchto dvou typů hormonů 

působí vůči sobě antagonistický. Pokud je v kultivačním mediu vyšší poměr auxinů vůči 
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cytokininům, tak je inhibován růst výhonků rostliny. Naopak, pokud má rostlina 

k dispozici větší poměr cytokininů, tak je inhibován růst kořenového systému. By lo 

zjištěno, že antagonismus mezi cytokininy a auxiny je primárně určen na molekulární 

úrovni a je proto podstatný pro diferenciaci kořenových kmenových buněk během časné 

embryogenéze (Naseem a Dandekar, 2012). 

Cytokininy mají důležitou roli v signalizaci u rostlin. Jako signální molekuly se 

vyskytují ve dvou formách. Prvním typem je tZ, který je syntetizovaný v kořenech a 

následně je přemístěn přes xylém akropetálně do nadzemní části rostliny. Druhý, iP, je 

tvořen ve výhoncích a poté je transportován směrem ke kořeni pomocí floému (Biirkle et 

al., 2003). 

Potřebnou složkou pro cytokininovou signalizaci j sou histidinkinasy (HK) , které 

se podílejí na celkové fytohormonové signalizaci. Samotný mechanismus signalizace 

spočívá ve dvousložkové signalizační kaskádě. Jako první detekuje receptor na H K 

cytokininový signál z vnějšího prostředí, následně dojde k autofosforylaci H K , který je 

lokalizován často v membráně buňky. Poté je signál přenesen na Histidin fosfotransfer 

protein (HPP) (Hutchison et al., 2006) a protein regulace odezvy signálu (response 

regulátor, RR) . Signál je dál přenesen přes výstupní doménu a modifikuje transkripci 

specifických genů. Transkripční faktory (TF) daných genů jsou fosforylovány pro 

odpověď na daný signál (viz Obrázek 3) (Ryo etal., 2018). 
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Rostlinná buňka 

Obrázek 3: Schématické znázornění cytokininové signalizační dráhy (Upraveno podle Hutchison 
etal.,2006). 

2.1.5 Role cytokininů v regulaci buněčného cyklu 

Při buněčném cyklu dochází ke kompletnímu zdvojení mateřské buňky za vzniku dvou 

identických dceřiných buněk s rovnoměrně rozdělenými buněčnými složkami. 

K samotnému dělení je nejdříve potřeba replikovat D N A buňky, což probíhá v S fázi. 

Rozdělení buňky probíhá poté v M fázi, kdy se nejdříve rovnoměrně rozestoupí zdvojené 

chromozomy a následně se rozdělí celá buňka. Pro S fázi a M fázi jsou důležité Gap fáze 

( G fáze), které slouží k syntéze komponent pro replikaci a následnou mitózu (Pardee et 

al., 1978). 

Cytokininy hrají důležitou roli v regulaci buněčného cyklu, kterou zabezpečují 

aktivací signální dráhy cyklindependentních kinas ( C D K ) , což jsou serin/ threoninové 

protein kinasy, které fosforylují specifické substráty a tím regulují syntézu D N A i mitózu. 

C D K jsou aktivovány navázáním cyklinu a následnou fosforylací vzniklého komplexu 

(Pines, 1999). C D K mohou být negativně regulovány zpětnovazebnou inhibicí 

cyklindependentních kinas (CKI) , které jsou nezbytné při regulaci proliferace a 
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diferenciace buněk (Sherr a Roberts, 1995). Špatná regulace buněčného cyklu a absence 

kontrolních mechanismů buněčného cyklu má za následek vznik nekontrolovaného 

buněčného dělení, což je typickým znakem nádorových buněk (Miliard a Koff, 1998). 

U rostlin je regulace buněčného cyklu o něco jednodušší než u živočichů. Samotné 

regulace se účastní několik faktorů jako je sacharosa, dusičnany, auxiny a cytokininy. 

Tyto faktory mají za úkol regulovat expresi klíčových komponent buněčného cyklu, jako 

jsou C D K a cykliny. Auxiny mají za úkol aktivovat C D K , sacharosa reguluje expresi 

cyklinu D2, dusičnany regulují expresi cyklinu D i a cytokininy mají na starost expresi 

cyklinu D3 (Segers et al., 1996, Mészáros et al., 2000). V rámci regulace buněčného cyklu 

se zapojuje fytohormon A B A , který hraje roli ve zpětnovazebně inhibici regulací exprese 

C K I (Liu et al., 2003). 

Regulace fáze G l se účastní C D K 4-6 v komplexu s cykliny třídy D (Quelle et al., 

1993). Kromě samotné G l fáze tento komplex reguluje i vstup do následné S fáze, 

ve které si roli regulátoru přebírá komplex CDK2-cyk l iny E . N a konci S fáze se odpojují 

cykliny E a místo nich se napojí cykliny A , které regulují průchod G2 fází (Stead et al., 

2002). Po přípravné G2 fázi se odpojuje komplex C D K 2 - c y k l i n A a dochází k přechodu 

do M fáze buněčného cyklu, kdy je fosforylován komplex C D K l - c y k l i n B . (Obrázek 5) 

Tento komplex je zodpovědný za průběh řady procesů během mitózy, jako je kondenzace 

chromozomů pomocí fosforylace histonových proteinů nebo rozpad jaderné membrány a 

následná tvorba mikrotubulového vřeténka potřebná pro rozestup chromozomů (Gavet a 

Pines, 2010). 

Aktivovaný komplex c y k l i n - C D K fosforyluje specifický cílový protein regulace 

odezvy signálu R R pomocí ATP. R R je poté odpovědný za reakci na danou cytokininovou 

signalizaci (Horowitz et al., 1990). Nej důležitější místa regulace buněčného cyklu jsou 

kontrolní body, ve kterých může dojít k jeho zastavení. Tyto kontrolní body se nacházejí 

mezi G l a S fází, mezi G2 a M fází a mezi metafází a anafází mitózy. (Obrázek 4) Častým 

důvodem zastavení buněčného cyklu je detekce poškození D N A , které může být 

způsobeno vnitřními v l ivy jako jsou chyby při replikaci D N A , tvorba onkogenů nebo 

zkrácení telomer (Grana et al., 1995; Strauss, et al., 1995). Kromě signálů zevnitř je 

buněčný cyklus regulován i vnějšími signály, jako je množství živin, biotické a abiotické 

stresy nebo U V záření. U mnohobuněčných organismů mají různé buňky odlišné funkce, 

a tudíž je potřebná rozdílná regulace buněčného cyklu pro různé typy buněk (Nigg, 1995). 
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CDK2 + cyklin A 

Obrázek 4: Kontrolní body savčího buněčného cyklu působením C D K (Upraveno dle Grana et 
al., 1995). 

2.2 Deriváty cytokininů 

Přirozeně se vyskytující cytokininy j sou během své biosyntézy modifikovány. Při těchto 

úpravách jsou aminokyseliny nebo různé cukerné části (jako je například alanin, glukosa 

nebo ribosa) připojovány k základní kostře cytokininů. Podle modifikací se cytokininy 

vyskytují v různých formách jako jsou nukleotidy, nukleosidy, glykosidy (ve formě O-

glykosidů nebo JV-glykosidů), anebo ve formě volné báze. Tato forma je dána typem 

konjugované molekuly na základní cytokininové struktuře (Uniyal etal., 2022). 

Při syntéze derivátů cytokininů dochází ke změnám jak jejich chemických, 

fyzikálních, ale i biologických vlastností. Cytokininy mají přirozeně řadu vlastností pro 

jejich využití v zemědělství, biotechnologiích, medicíně nebo kosmetice. Cílenou 

syntézou derivátů cytokininů můžeme jejich dosavadní vlastnosti vylepšit, nebo získat 

vlastnosti nové, a proto jsou hojně zkoumány (Oshchepkov et al., 2020). Nejčastěji 

deriváty vznikají navázáním substituentů do pozic uhlíku C2 ( R l substituent), C6 (R2 

substituent) anebo dusíku N 9 (R3 substituent) výchozího adeninu (viz Obrázek 5). 

Vlastnosti derivátů cytokininů jsou ovšem modifikovány navázáním substituentů na 

všechny pozice purinového skeletu. 

Diplomová práce se zabývá syntézou derivátů cytokininů se substitucí v pozicích 

uhlíku C2 a dusíku N9 . N a pozici C2 byly navázány deriváty chloru nebo fluoru. Ve studii 
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vědeckého týmu Savelieva et al., 2018 byla testována řada analogů B A P , které byly 

substituovány v pozicích C2 a C6 uhlíku a N 9 dusíku adeninu. V receptorovém biotestu 

bylo zjištěno, že aktivita receptoru A H K 3 byla zvýšena po přidání analogů obsahující 

halogeny chlor a fluor na pozici C2 uhlíku v porovnání s analogy obsahující na této pozici 

vodík nebo amino skupinu. Substituce chloru nebo fluoru v pozici C2 uhlíku, oproti 

substituci amino skupiny, zvýšila aktivitu i v Amaranthovém testu (Savelieva et al., 

2018). 

Při studiu antisenescenční aktivity cytokininů na rostlinách bylo zjištěno, že lze 

zvýšit biologickou aktivitu přirozeně se vyskytujících cytokininů jejich modifikací. 

Zejména se osvědčilo navázání skupiny tetrahydropyranu (THP) nebo tetrahydrofuranu 

(THF) n a N 9 atom purinu (Szučová et al., 2009). Při studiu antisenescenční aktivity bylo 

zjištěno, že u derivátů vykazující vyšší antisenescenční aktivitu dochází ke snížení 

peroxidace lipidů v membránových strukturách za temnostních podmínek (Zavaleta-

Mancera et al., 2007). 

Kromě výše popsaného pozitivního efektu na rostlinné buňky byl u některých typů 

derivátů studován v l iv na živočišné buňky. B y l o zjištěno, že cukerné cytokininové 

konjugáty s ribosou navázanou na pozici N 9 dusíku mají slibné cytotoxické vlastnosti 

vůči širokému spektru nádorových buněk (glioblastom, rhabdomyosarkom, rakovina 

prsu, nádory centrálního nervového systému, kolorektální rakovina, rakovina plic, 

leukémie, melanom, rakovina prostaty, vaječníku a ledvin) (Doležal et al., 2007; Voliér et 

al., 2010; Voliér et al., 2017). Problémem u řady ribosidů je jejich toxicita i na necílové 

tkáně (Jordheim et al., 2013). 

Obrázek 5: Schématické znázornění nejčastějších míst substitucí adeninu při tvorbě derivátů 
cytokininů. 
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2.3 Využití cytokininů a jejich derivátů v biotechnologii 

Hlavním cílem biotechnologií v zemědělství je zvýšit výnosnost plodin, zlepšit jejich 

odolnost, růst a nutriční vlastnosti. Tato vylepšení jsou potřeba z důvodu vzrůstající lidské 

populace a tím i zvyšujících se nároků na množství potravin, a to se zmenšující se plochou 

pro pěstování, kvůli růstu měst. Zemědělské plodiny se potýkají s řadou negativní 

faktorů, jako jsou měnící se teploty, zasolení půdy a nedostatek vody nebo napadení 

plodin patogeny či škůdci. Pro zlepšení kvality plodin se za poslední roky vyvinuly nové 

technologie, jako jsou genetické modifikace, fotobiotechnologie nebo manipulace 

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

2.3.1 Mikropropagace rostlin 

Exogénne aplikované cytokininy ovlivňují růst rostlin, čehož je využíváno při 

mikropropagaci rostlin. To znamená propagaci rostlin daného genotypu pomocí in vitro 

technik. Často se mikropropagace provádí za účelem vyššího výnosu rostlin nebo jejich 

levnější produkce (Debergh a Read, 1991). Nej používanějším cytokininem 

pro mikropropagaci je B A P , který je využíván především pro jeho významnou podporu 

růstu rostlin a relativně jednoduchou přípravu (Plíhalová et al., 2016). Při přidání 

cytokininů do kultivačního media dochází ke stimulaci tvorby výhonků 

z nediferenciováného kalusu, kořeny se naopak tvoří minimálně (Fratini a Ruiz, 2002). 

Stimulace růstu výhonků je ovlivněna nejen typem využitého cytokininů, ale i druhem 

rostliny, která je kultivována (Shah et al., 2015). Nejčastěji kultivované plodiny v dnešní 

době jsou banány (viz Obrázek 6), jahody, jablka, růže, melouny, ale také celá škála 

okrasných nebo léčivých rostlin. Pro řadu rostlinných druhuje mikropropagace nejlepší 

možnost, jak snížit náklady na produkci rostlin anebo zvýšit množství vypěstovaných 

plodin (Aremu et al., 2020). 
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Obrázek 6: Nahoře: Průběh mikropropagace banánů na kultivačním mediu. Dole: Pěstování 
banánů z kultivačního media v kontrolovaných podmínkách ve skleníku (Devi et al., 2017). 

2.3.2 Cytokininy v medicíně 

Velkou výzvou ve výzkumu nových látek využitelných v medicíně, je objevit látky 

s antimikrobiálními, protizánětlivými nebo třeba protinádorovými vlastnostmi 

bez vedlejších účinků na cílový organismus. Častou komplikací je nutnost kombinace 

léčiv pro léčbu zánětu a zároveň léčiv s antimikrobiálními vlastnostmi (Bekhit et al., 

2005). 

Role přirozeně se vyskytujících cytokininů v regulaci buněčného cyklu a 

diferenciace rostlinných buněk ukazuje na jejich možnou klíčovou roli v biochemických 

procesech nejen v rostlinných, ale i živočišných nebo lidských buňkách. Cytokininy a 

jejich deriváty byly v posledních letech biologicky testovány na možnosti jejich využití 

také v lékařství. Mají slibné vlastnosti pro využití jako protinádorové, antivirové, 

antiparazitární léčiva a j iné farmaceutické prostředky nebo jako inhibitory 

neurodegenerace (Oschepkov et al., 2020). 

Během posledních několika let byla testována biologická aktivita řady derivátů 

cytokininů, a to jak v živočišných, tak i v rostlinných buňkách. Odlišnou aktivitu 

u živočišných buněk oproti rostlinným způsobuje to, že živočišné buňky postrádají 

receptorové H K a vícekrokové fosforylační signalizační kaskády, které se vyskytují 

v rostlinách a jsou odpovědné za cytokininovou signalizaci. V práci, kterou zveřejnil 
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Voliér et al. (2010) byla porovnávána cytotoxická aktivita některých vybraných 

nukleosidů a jejich odpovídajících nukleotidů v živočišných buňkách. Cytokininy byly 

testovány na protinádorovou aktivitu, kdy bylo zjištěno, že vybrané nukleotidy měly 

ke svým nukleosidovým derivátům srovnatelnou aktivitu. N a rozdíl od volných bází, 

které byli v rakovinných buňkách neaktivní. 

2.3.3 Cytokininy ajejich kosmetické aplikace 

B y l o zjištěno, že cytokininy mají v l iv na in vitro kultivované epiteliální buňky. Tato studie 

ukazuje, že tyto fytohormony mohou být použity jako lokální látky pro ochranu a 

regeneraci pokožkového epitelu (Rattan a Clark, 1994). 

Mechanismus v l ivu cytokininů na pokožkové buňky spočívá v jejich antioxidační 

aktivitě. Kinetin i B A P mají pozitivní v l iv na aktivitu antioxidačních enzymů, ochraňují 

před oxidačním a glykosylačním poškozením D N A , a zabraňují degradaci 

membránových proteinů a fosfolipidů (Jabloňska-Trypuč et al., 2016). Důležitým 

faktorem pro účinky fytohormonů je použitá koncentrace. Při nízkých koncentracích 

vykazují antioxidační vlastnosti, ale naopak při použití vysokých koncentrací cytokininů 

je v l iv oxidačního stresu zesílený a aktivuje buněčnou apoptózu (Othman, et al., 2016). 

Z důvodu pozitivního v l ivu cytokininů na pokožkové buňky, jsou komerčně 

vyráběny krémy obsahující jako aktivní složku cytokininy nebo jejich blízké deriváty. 

Při klinických studiích používání krému obsahující 2 % kinetinu na pleť byla zlepšená 

její hydratace a pružnost a byla zvýšena odolnost vůči U V záření (Ji et al., 2010). U V 

záření je problémové z důvodů dehydratace pleti, která je doprovázená ztrátou 

membránového transportéru vody (aquaporinu, AQP3) a tím dochází k celkovému 

stárnutí pleti. By lo zjištěno, že tZ zabraňuje ztrátě A Q P 3 , čímž pomáhá zachovat 

strukturu a hydrataci kůže a také urychluje hojení kožních ran (An et al., 2017). 

2.4 Inhibitory cyklin dependentních kinas 

Jedny z medicínsky významných látek jsou C K I , které jsou schopné zastavit buněčný 

cyklus v jeho kontrolní fází a tím zamezit například rakovinnému bujení nebo j inému 

proliferativnímu onemocnění. Při studiu cytokininových derivátů byla objevena řada 

aktivních C K I , jako potenciálních léčiv. C K I je skupina strukturně rozmanitých molekul, 

které mají určité společné znaky. Jsou to nízkomolekulární látky, které se vážou 
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hydrofobními vazbami a vodíkovými můstky k C D K . Inhibují aktivitu C D K tím, že 

kompetují s A T P o ATP-vazebné místo na C D K (Hardcastle et al., 2002). 

V současné době je studován jejich v l iv na nervové buňky, a tudíž i jejich možný 

v l iv na neurodegenerativní onemocnění jako je například Alzheimerova choroba, některé 

druhy sklerosy nebo třeba mrtvice (Patrick et al., 1999). Dále je studován v l iv inhibitorů 

C D K na regulaci virových patogenů. B y l o zjištěno, že některé viry jsou schopny 

regulovat tvorbu a aktivaci C D K , což je potřebné pro replikaci buňky a tím i virových 

částic. Výhodou C K I při regulaci virového napadení je jejich přímé zacílení na buněčné 

cíle. Což má za následek tvorbu nerezistentních kmenů virů (Schang et al., 2001). 

Jeden z prvních objevených C K I , pojmenovaný olomoucin, specificky blokuje 

C D K 1 , C D K 2 a C D K 5 kinasy a to j iž v mikromolárních koncentracích (Veselý et al., 

1994). Při snaze zvýšit inhibiční aktivitu, byl vyvinut roskovitin, který je selektivnější 

vůči nádorovým buňkám a má i zvýšenou antimitotickou aktivitu (Havlíček et al., 1997) 

(Obrázek 7). 

OH 

Obrázek 7: Struktura olomoucinu (vlevo) a roskovitinu (vpravo). 

16 



2.5 Využití pyrazolu jako motivu pro přípravu léčivých látek 

V lékařství je věnována pozornost derivátům s pyrazolovou funkční skupinou, které lze 

využít i v dalších odvětvích, jako je technologie nebo zemědělství. Pyrazolové látky mají 

vysoký potenciál pro využití v medicíně. To je dáno jejich funkcí jako inhibitorů glykace 

proteinů. Výzkum pyrazolových léčiv se hojně rozšířil po objevu přírodního léčiva 

pyrazolového C-glykosidu Pyrazofurinu, který má ověřenou antimikrobiální a 

antivirotickou aktivitu (Comber et al., 1991) (Obrázek 8). Struktura pyrazolu se vyskytuje 

i v řadě dalších léčiv, jako jsou protizánětlivé léčiva Floxan a Difenamizol nebo 

protinádorové léčivo Pyrazomycin (Kumar et al., 2016; Alam et al., 2016). Dále byly 

mezi pyrazolovými deriváty látky s antibakteriální (Kumar et al., 2016), antimykotickou 

aktivitou (Ardiansah, 2017), antitumorózní aktivitou, antiflogistika, antituberkulózní a 

antioxidační vlastnosti (Ansari et al., 2017; Fustero et al., 2000). Antitumorózní aktivita 

byla studována na látkách s navázanou pyrazolovou strukturou j iž v dřívější studii Gucký 

et al., 2018. V této studii byly cytokininové deriváty testovány na lidských nádorových 

liniích MV4-11 (linie buněk myeloidní leukémie) a K562 (buňky linie chronické 

leukémie). V testech cytotoxicity bylo zjištěno, že řada z těchto strukturních derivátů 

mělo výrazné cytotoxické vlastnosti na vybraných nádorových liniích. 

Obrázek 8: Vlevo: Chemická struktura pyrazofurinu. Vpravo: Chemická struktura difenamizolu. 

OH 

17 



2.6 Cytokininové biologické testy 

Efekt cytokininů na jednotlivé fáze rostlinného vývoje může být hodnocen mnoha 

různými biotesty se specifickými parametry. Jedny z prvních popsaných biotestů hodnotí 

efekt cytokininů na klíčení semen ředkviček (Kuraishi a Okumura, 1956) a salátu (Miller, 

1957). Další skupina testů posuzuj e schopnost cytokininů aktivovat buněčné dělení, například 

na hypokotylech sóji (Manos a Goldthwaite, 1976, Newton 1980) nebo v mrkvi (Letham, 

1967). Další typy biotestů posuzují vliv cytokininů na růst kotyledonů a byly popsány 

například v listech fazolí (Miller, 1963), dýni (Banerji a Loloraya, 1965), okurce (Narain a 

Loloraya, 1974) a ředkvičce (Letham 1971). Další typ biotestů popisuje schopnost tvorby 

pupenů a apikálního růstu v hrachu (Thimann a Sachs, 1966). 

Jedním z biologických testů použitým v této diplomové práci pro určení 

biologické aktivity cytokininůje receptorový test. Rostlinné fytohormony cytokininy jsou 

detekovány rostlinou pomocí H K receptoru, které jsou lokalizovány na membráně. Cílem 

testuje ověření schopnosti cytokininů navázat se na membránový receptor a tím aktivovat 

specifickou signální dráhu. B y l y identifikovány tři specifické receptory, které se využívají 

při receptorových testech cytokininů a to: Arabidopsis histidinová kinasa 2 (Arabidopsis 

histidin kinase 2, A H K 2 ) , Arabidopsis histidinová kinasa 3 ( A H K 3 ) a Cytokinine 

response ( A H K 4 ) . Tyto receptory se liší svými biologickými i chemickými vlastnostmi. 

Všechny tři receptory obsahují část, která zasahuje do cytoplasmy, kde interagují 

s odpovědnými Histidin fosfotranferovými proteiny (AHP) , které poté přenášejí signál 

do jádra. Dříve se vědci domnívali, že vazebná místa pro cytokininy jsou umístěny 

na plasmatické membráně, ale bylo zjištěno, že větší část vazebných míst pro cytokininy 

je umístěna na endomembránách endoplasmatického retikula (Wulfetange et al., 2011). 

Dále se u cytokininů testuje jejich schopnost oddálit stárnutí listů. K senescenci 

listů dochází až v závěrečné fázi vývoje rostliny. Jedná se o postupnou degradaci a 

odumírání dané části rostliny, při které dochází ke změnám na buněčné úrovni, 

metabolismu, genové expresi i v detekci signálů z prostředí. Hlavním měřítkem 

při senescenčním biotestů je množství chlorofylu v listech. Při senescenci dochází 

ke zvýšenému rozkladu chlorofylu a degradaci listových proteinů, lipidů v membránách 

a R N A . Regulační dráhy rostlinných hormonů jsou propojeny v endogenní regulační síť, 

která řídí celý metabolismus a růst rostliny, včetně senescence rostlin. Cytokininy v této 

regulační dráze hrají roli při oddálení nástupu stárnutí. U A. thaliana bylo zjištěno, že 
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cytokininový receptor A H K 3 hraje důležitou roli v regulaci cytokininem zprostředkované 

stárnutí listů (Holub et al., 1998). 

Posledním cytokininovým biotestem využitým v této diplomové práci byl 

kalusový biotest. V tomto testuje využívána schopnost tvorby nediferenci ováného kalusu 

z pletivového vzorku rostliny. Samotnou tvorbu kalusu indukuje přítomnost cytokininů a 

auxinů v kultivačním mediu. V testu se poté hodnotí schopnost cytokininů nebo jejich 

derivátů indukovat množení buněk a následný růst kalusu (Van Staden a Drewes, 1991). 

2.7 Cytotoxické testy na živočišných buňkách 

Jedna z možností testování toxicity vytvořených látek na živé buňky je test redukce 

resazurinu. Resazurin se využívá jako indikátor chemické cytotoxicity a principem tohoto 

testu je redukce resazurinu na resorufin a dihydroresorufin pomocí metabolismu 

životaschopných buněk. Tato přeměna probíhá uvnitř buněk, kdy se na ni podíli 

oxidoreduktázy z mitochondrií nebo cytosolu. Změna barvy při redukci resazurinu se 

měří kolorimetricky nebo fluorimetricky. Resazurin je pro buňky netoxické barvivo, které 

je stabilní v kultivačním mediu. Při snížené proliferaci nebo zhoršení životaschopnosti 

buněk dochází ke snížení redukce resazurinu. Rychlost redukce barvívaje přímo úměrná 

množství životaschopných buněk ve vzorku. Resazurin je světle modrá slabě 

fluorescenční látka, která se při redukci přemění na červeně fluorescenční resofurin 

(Anoopkumar-Dukie et al., 2005). 

Dalším testem, který se využívá pro testování biologické aktivity látek je 

fluorometrický test cytotoxicity mikrokultury (fluorometric microculture cytotoxicity 

assay, F M C A ) . Jedná se o test sloužící pro určení cytotoxických vlastností studovaných 

látek na buněčné kultury. Buněčná kultura je vystavená studované látce v mikrotitrační 

destičce po dobu 2 dní, poté se hodnotí hustota živých buněk (Lindhagen et al., 2008). 

Dalším biologickým testem využívaným pro studium vl ivu cytotoxicity studovaných 

látek nebo metabolické aktivity buněčných kultur je 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

difenyltetrazoliumbromid (MTT) test. Jedná se o kolorimetrický test určený 

pro vyhodnocení metabolické aktivity testovaných buněk. Metabolická aktivita a 

životaschopnost studovaných buněk se určuje podle míry redukce M T T na fialové 

krystaly formazanu. K tomu dochází v metabolický aktivních buňkách pomocí N A D P H 

závislých enzymů oxidoreduktas (Ghasemi et al., 2021). 

19 



3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Použité chemikálie 

Pro syntézu testovaných látek byly využity 4-( lH-pyrazol- l -yl) a diethylether anilin 

od firmy Merck Life Science spol. s r.o. Chemikálie 2,6-dichloro-9H-purin byl zakoupen 

od firmy Olchemim. Dále 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 

připraveny na Katedře chemické biologie. N a C l , 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. Látky 2,3-dihydrofuran, ethylacetát a kyselina trifluoroctová byly 

zakoupeny od firmy Sigma Aldr ich s.r.o. 

3.2 Metody a přístrojová technika 

Určení čistoty testovaných látek bylo provedeno na vysokoúčinné kapalinové 

chromatografii ( H P L C ) Beckman Gold Systém, přičemž byla využita kolona C18 

Symetry, která měla průměr 2,1 mm a délky 150 mm s pórovitostí 5 um. Jako mobilní 

fáze byl využit roztok M e O H : H C O O N H 4 v poměru 1:9 s methanolovým gradientem 

10 - 90 % 35 minut při p H 4 a průtoku 0,3 ml/min. Pro měření absorbance eluátu v oblasti 

U V byla využita vlnová délka 210 nm - 400 nm. Získaný eluát se separovanou látkou byl 

následně veden do hmotnostního spektrometru (MS) Waters Aliance 2695. Pro ionizaci 

vzorku byla využita ionizace elektrosprejem (ESI) při teplotě 120 °C, k desolvataci byla 

využita teplota 300 °C a dusík jako desolvatační plyn. Ionizace byla dosažena kapilárním 

napětím 3.0 k V a napětím na vstupní štěrbině 20 V. Měření bylo prováděno pozitivním 

(ESI+) F U L L S C A N módu v rozsahu m/z 50-850. 

K e stanovení syntetizovaných látek pomocí identifikace a porovnání vodíkového 

spektra *!! byl využit N M R spektrometr - J E O L 500 E C A . Vzorky byly připraveny 

rozpuštěním v dimethylsulfoxidu-dô (DMSO-dô). 

Pro stanovení vzniklé látky po syntéze byla využita elementární analýza C, H , N 

pomocí analyzátoru Thermo Finnigan Flash EA1112. 
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3.3 Syntézy derivátů 

3.3.1 N-(4-( lH-pyrazol- l -yl) fenyl)-2-chloro-9H-purin-6-amin (AM04) 

Při této syntéze dochází k navázání 4-( lH-pyrazol- l -yl) anilinu na 2,6-dichloro-9H-purin. 

Nejdříve bylo odváženo 1,13 g (1 ekv.) 2,6-dichloro-9H-purinu, který byl spolu s 1 g 

(1 ekv.) 4-( lH-pyrazol- l -yl) anilinu rozpuštěn v 100 ml 1-propanolu. Reakce probíhala 

za přítomnosti bazického T E A o objemu 2,188 ml (2,5 ekv.). Reakční směs byla 

refluxována po dobu 5 hodin. Po dokončení reakce byla zkontrolována přítomnost 

produktu pomocí tenkovrstevné chromatografie (thin layer chromatography, T L C ) , kde 

jako mobilní fáze byl použit C H C b : M e O H v poměru 9:1. Přečištění vzorku bylo 

zajištěno rekrystalizací v metanolu a následnou filtrací vzniklého krystalického produktu. 

(Obrázek 10) 

Výtěžek: 1,23 g (66,3 %), H P L C : 98 %, M r : 311,73 

N M R : ' H N M R (500 M H z , DMSO-d6) ô ppm: 6.53 (t, J=2,5 Hz , 1H), 7.72 (d, J=l,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) 

E A (teoretická/ naměřená): C: (53,99 %/ 52,99 %), N (31,45 %/ 29,68 %), H (3,23 %/ 

2,98 %) 

Obrázek 10: Schéma syntézy N-(4-(lH-pyrazol-l-yl) fenyl)-2-chloro-9H-purin-6-aminu. 
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3.3.2 N-(4-( lH-pyrazol- l -yl) fenyl)-2-fluoro-6-chloro-9H-purin-6-amin (AM05) 

Syntéza je založena na navázání 4-( lH-pyrazol- l -yl) anilinu na komerčně dostupný 

2-fluoro-6-chloro-9H-purin. Nejdříve bylo odváženo 1,08 (1 ekv.) g 2-fluoro-6-chloro-

9H-purinu, který byl spolu s 1 g (1 ekv.) 4-( lH-pyrazol- l-yl) anilinem rozpuštěn 

v 100 ml 1-propanolu. Reakce probíhala za přítomnosti bazického T E A o objemu 2,19 ml 

(2,5 ekv.). Reakční směs byla refluxována po dobu 5 hodin. Po dokončení reakce byla 

zkontrolována přítomnost produktu pomocí T L C , kde jako mobilní fáze byl použit 

C H C b : M e O H v poměru 9:1. Pro využití v biologických testech je potřebná čistota 

produktu alespoň 97 %, čehož je docíleno následným přečištěním vzorku rekrystalizací 

v M e O H a následnou filtrací vzniklého krystalického produktu. (Obrázek 11) 

Výtěžek: 1,19 g (61,7 %), H P L C : 100 %, M r : 295,77 

N M R : *H N M R (500 M H z , DMSO-d6) ô 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) 

E A (teoretická/ naměřená): Nebylo změřeno z důvodu nedostatku vzorku. 

Obrázek 11: Schéma syntézy N-(4-(lH-pyrazol-l-yl) fenyl)-2-fluoro-6-chloro-9H-purin-6-

aminu 

22 



3.3.3 N-(4-( lH-pyrazol- l -yl ) fenyl)-2-chloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-

amin (AJVI08) 

Při této syntéze bylo rozpuštěno 270 mg (1 ekv.) 2,6-dichloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-

yl)-9H-purinu ve 20 ml 1-propanolu. D o suspenze bylo dále přidáno 200 mg (1,2 ekv.) 

4-( lH-pyrazol- l -yl) anilinu. Reakce probíhala za přítomnosti 166,83 ul (1,5 ekv.) 

bazického T E A . Reakční směs byla refluxována po dobu 5 hodin, a poté byla vložena 

do lednice. Po dokončení reakce byla zkontrolována přítomnost produktu pomocí T L C , 

kde jako mobilní fáze byl použit CHCI3: M e O H v poměru 9:1. Po zchlazení vznikly 

v reakční směsi krystaly produktu. Produkt byl přefiltrován a dosušen pomocí 

di ethyl etheru. (Obrázek 12) 

Výtěžek: 166,3 mg (42,5 %), H P L C : 99 %, M r : 395,85 

N M R : ' H N M R (500 M H z , DMSO-d6) ô 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 = l l Hz , 1H), 5.63 (dd, 

J=9,5 Hz , 1H), 6.53 (t, J=2 Hz , 1H), 7.72 (d, J=l,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) 

E A (teoretická/ naměřená): C: (56,95 %/ 55,22 %), N (24,77 %/ 21,01 %), H (4,58 %/ 

6,14%) 

Obrázek 12: Schéma syntézy N-(4-(lH-pyrazol-l-yl) fenyl)-2-chloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-

yl)-9H-purin-6-aminu 
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3.3.4 N-(4-( lH-pyrazol- l -yl ) fenyl)-2-chloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-

amin (AM09) 

Při této syntéze se navazuje 4-( lH-pyrazol- l -yl) anilin na komerčně dostupný 2-fluoro-

6-chloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin. B y l o naváženo 314 mg (1 ekv.) 

2-fluoro-6-chloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purinu, který byl rozpuštěn v 15 ml 

1-propanolu. Následně bylo přidáno 219 mg (1,2 ekv.) 4-( lH-pyrazol- l -yl) anilinu a 

228,36 ul (1,5 ekv.) T E A . Reakce probíhala za pokojové teploty po dobu 5 dní. 

Po dokončení byla zkontrolována přítomnost produktu pomocí T L C , kde jako mobilní 

fáze byl použit C H C b : M e O H v poměru 4:1. Rozpouštědlo bylo odpařeno a vzniklý gel 

byl rozpuštěn v ethylacetátu (EtAc) a následně extrahován vytřepáváním vodnou fází 

s přidaným vodným roztokem N a C l . Jelikož nebyla konverze výchozích látek úplná a 

v reakční směsi zůstala část výchozích látek, byl výsledný produkt přečištěn sloupcovou 

chromatografií s mobilní fází C H C h M e O H a gradientem 29:1 až 24:1. Výsledné frakce 

byly zakoncentrovány na rotační vakuové odparce. (Obrázek 13) 

Výtěžek: 193,1 mg (41,6 %), H P L C : 100 %, M r : 379,39 

N M R : *H N M R (500 M H z , DMSO-d6) ô 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=l 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) 

E A (teoretická/ naměřená): C: (60,15 %/ 57,97 %), N (25,84 % /23,44 %), H (4,78 %/ 

4,71 %) 

Obrázek 13: Schéma syntézy N-(4-(lH-pyrazol-l-yl) fenyl)-2-chloro-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-

yl)-9H-purin-6-aminu 
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3.3.5 N-(4-(lH-pyrazol-l-yl)fenyl)-2-chloro-9-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin-6-am 

(AM-12) 

V prvním kroku syntézy se navazuje 2,3-dihydrofuran na komerčně dostupný 

2,6-dichlorpurin za vzniku 2,6-dichloro-9-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purinu. By lo 

naváženo 1,015 g (1 ekv.) 2,6-dichlorpurinu, který byl rozpuštěno v 15 ml EtAc . Poté se 

přidalo 0,845 ml (2,08 ekv.) 2,3-dihydrofuranu a 0,708 ml (1,85 ekv.) kyseliny 

trifluoroctové (TCA) . Směs látek byla poté míchána přes noc za pokojové teploty, kdy 

vzniknul čirý žlutý roztok. Výsledná reakční směs byla upravena na p H 9,5 pomocí 

amoniaku a následně extrahována ze směsi vody a EtAc . Organická fáze byla odpařena a 

tím byl získán žádaný meziprodukt pro syntézu N-(4-(lH-pyrazol-l-yl)fenyl)-2-chloro-

9-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin-6-aminu. 

Ve druhém kroku syntézy bylo smícháno 368 mg (1,2 ekv.) 4-( lH-pyrazol- l-yl) 

anilinu v 4,84 ml 1-propanolu. K roztoku bylo přidáno 0,5 g (1 ekv.) 2,6-dichloro-9-

(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purinu a 0,807 ml (3 ekv.) T E A . Směs byla refluxována 

po dobu 3 hodin. Po dokončení reakce byla zkontrolována přítomnost produktu pomocí 

T L C , kdejako mobilní fáze byl použit C H C b : M e O H v poměru 9:1. Rozpouštědlo bylo 

odpařeno a vzniklý gel obsahující produkt syntézy byl rozpuštěn v E t A c a následně 

extrahován vytřepáváním vodnou fází s přidaným vodným roztokem N a C l . Po odpaření 

E t A c byl vzniklý gel s obsaženým finálním produktem přečištěn sloupcovou 

chromatografií s mobilním fází C H C h : M e O H a gradientem 29:1 až 24:1. (Obrázek 14) 

Výtěžek: 339,7 mg (46,1 %), H P L C : 99 %, M r : 381,82 

N M R : ' H N M R (500 M H z , DMSO-d6) ô 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(teoret ická/ naměřená): C: (56,62 %/ 52,57 %), N (25,68 % /23,5 %), H (4,22 %/ 4,49 

%) 
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3.3.6 N-(4-(lH-pyrazol-l-yl)fenyl)-2-fluoro-9-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin-6-a 

(AM13) 

V prvním kroku syntézy se navazuje 2,3-dihydrofuran na komerčně dostupný 2-fluoro-6-

chlorpurin za vzniku 2-fluoro-6-chloro-9-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purinu. Nejdříve byl 

navážen 1 g (1 ekv.) 2-fluoro-6-chlorpurinu, který byl rozpuštěn v 15 ml E tAc . Poté se 

přidalo 0,911 ml (2,08 ekv.) 2,3-dihydrofuranu a 0,82 ml (1,85 ekv.) T C A . Směs látek se 

poté nechala reagovat přes noc za pokojové teploty, kdy do druhého dne vznikne čirý 

žlutý roztok. By lo upraveno p H roztoku na hodnotu 9,5 pomocí amoniaku a roztok byl 

extrahován ve směsi voda/EtAc. Poté byl E t A c odpařen a tím byl získán žádaný 

meziprodukt pro syntézu N-(4-(lH-pyrazol-l-yl)fenyl)-2-fluoro-9-(tetrahydrofuran-2-

yl)-9H-purin-6-aminu. 

Ve druhém kroku syntézy bylo rozpuštěno 0,162 g (1,2 ekv.) 4-( lH-pyrazol- l -yl) 

anilinu v 5 ml 1-propanolu. K roztoku bylo přidáno 0,208 g (1 ekv.) 2-fluoro-6-chloro-9-

(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purinu a 0,373 ml (3 ekv.) T E A . Směs byla refluxována 

po dobu 3 hodin. Po dokončení reakce byla zkontrolována přítomnost produktu pomocí 

T L C , kdejako mobilní fáze byl použit C H C b : M e O H v poměru 9:1. Rozpouštědlo bylo 

odpařeno a vzniklý gel obsahující produkt syntézy byl rozpuštěn v E t A c a následně 

extrahován vytřepáváním vodnou fází s přidaným vodným roztokem N a C l . Po vysušení 
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E t A c byl vzniklý gel s obsaženým finálním produktem rozpuštěn v M e O H a následně 

rekry stal ován. (Obrázek 15) 

Výtěžek: 141,9 mg (45,3 %), H P L C : 99 %, M r : 365,36 

N M R : *H N M R (500 M H z , DMSO-d6) ô 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=l,5 Hz, 1H), 7.72 (d, J=l,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) 

E A (teoretická/ naměřená): Nebylo změřeno z důvodu nedostatku vzorku. 

Obrázek 15: Schéma syntézy N-(4-(lH-pyrazol-l-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 

Nejdříve byly připraveny 7-denní obilky pšenice ozimé (Triticum aestivum L . cv. 

Hereward), které klíčily v inkubátoru na živném Hoaglandově roztoku. Vyvinuté primárni 

listy byly odstřihávány a po třech listech odváženy na analytických vahách tak, aby každá 

trojice vážila 100 g. Jednotlivé trojice byly zasunuty do jamek 96-jamkové destičky jejich 

bazálními konci, kde bylo odměřeno 150 ul testované látky. Vzorky byly uloženy 

do vlhké komůrky a inkubovány po dobu 96 hodin pri 25 °C. Po inkubaci byly listy 

přesunuty do kádinek s 5 ml 80 % ethanolu, ve kterých byly na 10 minut vloženy 

do 80 °C vodní lázně, což způsobilo extrakci chlorofylu. Po vychlazení roztoku ethanolu 

byly vyjmuty z roztoků listy a do nové 96-jamkové destičky byly napipetovány vzorky 

extrahovaného chlorofylu. V jednotlivých jamkách byla měřena absorbance pomocí 

spektrofotometru Tecan Sunrise při vlnové délce 665 nm. Hodnoty byly porovnány 

s referenční hodnotou tZ. 

3.4.2 Receptorový test 

Nejdříve bylo do sterilní 6-jamkové desky napipetováno po 3 ml předem připraveného 

M 9 media. Do každé jamky byly přidány 3 ul antibiotika ampicilinu o koncentraci 

100 mg/ ml a 6 ul bakteriální pre-kultury E. coli KMI001-pJNIII :AHK4. Připravené 

pre-kultury se nechaly kultivovat 17 hodin do thermomixeru při 300 rpm a teplotě 25 °C. 

Po kultivaci byla kultura E. coli naředěna s novým M 9 mediem a ampicilinem 

(o koncentraci 100 mg/ ml) a následně byla rozpipetována a do 96-jamkové destičky. Poté 

byly k připraveným kulturám přidány testované látky a standart (tZ) tak, aby vznikla 

koncentrační řada testovaných látek o koncentrací 0,1 u M , 1 u M , 10 u M a 50 u M . Vzorky 

byly kultivovány 17 hodin v kultivované třepačce (při 450 rpm) při 25 °C. 

Po uplynutí kultivace byla stanovena aktivita P-galaktosidasy. K e každému 

vzorku bylo přidáno 2 ul 25 m M 4-methylumbelliferyl galaktosid (MTJG) jako 

fluorogenní substrát pro P-galaktosidasu. Po 10 minutách byla reakce zastavena pomocí 

Stop pufru (glycin uhličitanový pufir) a byla změřena fluorescence při excitační/ emisní 

vlnové délce 365/ 460 nm. 
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3.4.3 Kalusový test 

Při kalusovém biotestu je hodnocen růst kalusu po aplikaci testovaných látek ve srovnání 

se standardem B A P . Testované látky jsou přidány do kultivačního media a nárůst kalusů 

je hodnocen po 14 dnech. Hmotnost kalusů s testovanými látkami se srovnává 

s hmotností kalusu s aplikovaným standardem, který odpovídá hodnotě 100 %. 

3.4.4 Cytotoxicita na buňky nádorových linií 

Test cytotoxicity probíhal na lidské buněčné kultuře M V 4 - 1 1 . Jedná se o makrofágové 

buňky získané z kmenových buněk dětí trpící bifenotypickou B-myelomonocytickou 

leukémií. Dále byly látky testovány na buněčné kultuře K562, což je kultura z lidských 

buněk zasažených myeloidní leukémií. Poslední testovanou buněčnou kulturou je lidská 

buněčná linie z karcinomu prsu M C F - 7 . Kultura MV4-11 byla pěstována na mediu 

RPMI-1640 a kultury K562 a M C F - 7 byly kultivovány na mediu D M E M . Do obou typů 

medií bylo přidáno 10 % fetální bovinní sérum, penicilin (100 U / ml) a streptomycín 

(100 ug/ml). 

Při testu cytotoxicity byly buňky kultivovány v96- j amkové destičce v hustotě 

5000 buněk/ jamku. K e všem třem typům buněčných kultur byly na 72 hodin 

ve vzrůstající koncentrační řadě přidány testované látky. Následné vyhodnocení probíhalo 

přidáním Resazurinu a měřením fluorescence vzniklého Resofurinu v emisní/ excitační 

vlnové délce 544/ 590 nm. 

3.4.5 Cytotoxicita na buňky epitelu oka 

Cytotoxicity připravených látek na nenádorové lidské buňky byla hodnocena na A R P E 1 9 

(buňky pigmentového epitelu sítnice oka). Buňky pocházejí z American Type Culture 

collection, Manassas, V A , U S A . Účinky byly stanoveny pomocí 72 h ošetření 

testovanými sloučeninami, kdy byla sledována životaschopnost buněk pomocí testu 

redukce resazurinu, který stanovuje metabolickou aktivitu buněčné populace. Buňky byly 

udržovány ve standardním D M E M / F12 mediu doplněném fetální m hovězím sérem 

(FBS) (10 %), glutaminem (2 mmol), penicilinem (100 U/ml) a streptomyčinem 

(100 ug/ ml) za standardních podmínek buněčné kultivace (37 °C, 5 % C O 2 , vlhké 

prostředí). Buňky byly subkultivovány třikrát týdně. Pro zhodnocení toxicity byly buňky 

tripsinizovány a zředěny v mediu D M E M / F12 s 10 % F B S . Buňky v kultivačním mediu 
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byly nasazeny do 96-jamkové destičky. Velikost inokula byla 5000 buněk. 

Po 24 hodinách inkubace byly buňky ošetřeny testovanými sloučeninami rozpuštěnými 

v 20 ul kultivačního media. B y l y testovány série ředění 6 koncentrací, každá ve třech 

opakováních. Maximální koncentrace a ředění byly upraveny pro jednotlivé sloučeniny, 

takže získané naměřené hodnoty umožňovaly výpočet koncentrace IC 50 pro toxické 

sloučeniny. Jako negativní kontrola bylo použito D M S O . Po 72 hodinách bylo k buňkám 

přidáno 10 ul roztoku resazurinu v kultivačním mediu. Fluorescence byla měřena 

po 2 hodinách pomocí čtečky M 2 (Biotech). Každý experiment byl opakován dvakrát. 
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4. V Ý S L E D K Y 

4.1 Rozpustnost testovaných látek 

B y l a testována rozpustnost testovaných látek ve vodném roztoku pomocí turbidometru 

TurbiCheck W L (Lovibond ®, Německo), který pracuje v rozsahu měření: 

0,01-1100 N T U . Při měření je použito bílé světlo a detekce rozptýleného světla pod úhlem 

90°. Tento test je založen na průchodu světla měří-li se intenzita světla procházejícího 

vzorkem v původním směru. Ze změřeného rozdílu paprsku světla po průchodu vzorkem 

byla určena míra zákalu. Jako blank byla využita čistá voda. 

Do 9980 uL destilované vody bylo napipetováno 20 uL 50 m M roztoku testované 

látky a poté byl změřen zákal. Roztoky byly ponechány za laboratorní teploty dva dny a 

poté bylo znova změřeno množství zákalu. Nejvíce rozpustná byla látka A M - 0 9 a A M -

12, nejméně rozpustná byla naopak látka A M - 0 4 . 

Tabulka 1: Rozpustnost testovaných látek měřená turbidometricky. 

Látka Míra zákalu 

(NTU) 

A M - 0 4 46,605 

A M - 0 5 5,595 

A M - 0 8 12,685 

A M - 0 9 0,1 

A M - 1 2 1,05 

A M - 1 3 18,29 

4.2 Biologické testy 

4.2.1 Test senescence 

B y l proveden test senescence na čtyřech testovaných látkách (AM-05 , A M - 0 9 , A M - 1 2 a 

AM-13) . Zbylé dvě látky (AM-04 a A M - 0 8 ) nebyly rozpustné ve vodě, a tudíž nemohly 

být otestovány. U žádné z testovaných látek hodnota antisenescenční aktivity nedosáhla 

hodnoty referenčního vzorku. (Tabulka 2, Graf 1) 
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Tabulka 2: Výsledky měření relativních aktivit testu senescence u testovaných látek. Naměřené 
hodnoty udávají míru zpomalení degradace chlorofylu. Měření antisenescenční aktivity bylo 
prováděno ve dvou opakováních. Jako referenční vzorek byl využit tZ (100 %). 

Látka Optimální koncentrace Relativní aktivita 

AM05 io- 7 11 (±1) 

AM09 io- 7 13 (±1) 

AM-12 io- 5 12 (±1) 

AM13 IQ"4 9(±1) 

Koncentrace chlorofylu (mol/1) z listů Triticum 
aestivum v senescenčním testu 

4,5 -i  

< 1,5-

1 

0,5 -I 1 1 1 1 1  
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: Měření koncentrace chlorofylu (mol/ 1) z listů Triticum aestivum v senescenčním testu. 
Jako pozitivní kontrola sloužil tZ, negativní kontrola destilovaná voda. Absorbance měřena 
spektrofotometrem při vlnové délce 665 nm. Modrá křivka značí pozitivní kontrolu tZ. 
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4.2.2 Receptorový test 

Při receptorovém testu byla měřena schopnost navázání testovaných látek 

k histidinovému receptoru A H K 4 . Při měření aktivace enzymu P-galaktosidasy pomocí 

M U G b y l o zjištěno, že testované látky, ve srovnání se standardem tZ, nemají detekovanou 

žádnou vazebnou schopnost na A H K 4 . (Graf 2) 

Bakteriální receptorový test CRE1/AHK4 
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50 

•AM-12 AM-13 

Graf 2: Měření aktivity P-galaktosidasy v receptorovém testu CRE1/ A H K 4 . Aktivita vyvolaná 
testovanými látkami je porovnávána s aktivitou tZ jako standardu. 
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4.2.3 Kalusový test 

Při kalusovém testu byl studován v l iv testovaných látek na růst kalusu. Růst kalusu byl 

srovnávám při aplikaci testovaných látek v různých koncentracích. Aktivita testovaných 

látek byla porovnávána se standardem B A P (100 %). (viz Tabulka 3, Graf 3) 

Tabulka 3: Vyhodnocení kalusového biotestu. Srovnání relativní aktivity hodnocené podle nárůstu 
hmotnosti kalusu ve srovnání se standardem B A P (100 %). Hodnoty optimální koncentrace 
testovaných látek koncentraci, při které došlo k nejvyšší relativní cytokininové aktivitě. Měření 
bylo provedeno ve dvou opakování, výsledky jsou průměr z těchto měření. 

Látka Optimální koncentrace Relativní aktivita 

A M 0 4 io- 4 75 (±3) 

A M 0 5 10"6 4 ( ± 1 ) 

A M 0 8 10"6 15(±2) 

A M 0 9 io- 5 22 (±4) 

A M - 1 2 io- 5 38 (±10) 

A M 1 3 io- 5 39 (±5) 
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Graf 3: Vyhodnocení kalusového biotestu. Srovnání nárůstu hmotnosti kalusů (g) po 14 dnech 
od aplikace testovaných látek. Jako pozitivní kontrola sloužil BAP, značená modrou křivkou. 
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4.2.4 Test cytotoxicity 

U syntetizovaných látek byla testována cytotoxicita na buňkách lidských liniích K562, 

M C F 7 a M V 4 - 1 1 . Látky A M - 0 8 , A M - 0 9 a A M - 1 2 nebylo možné rozpustit ve vodném 

roztoku na koncentraci vyšší než 12,5 u M . Nebyl sledován žádný v l iv testovaných látek 

na buněčné kultury K562 a M C F 7 . Pozorovaný účinek byl pouze 

na buňky kultury M V 4 - 1 1 . Nejúčinnější látka byla A M - 1 2 , kde byla detekována nízká 

míra toxicity. 

Tabulka 4: Výsledky testování cytotoxicity testovaných látek pomocí resazurinového testu 
na nádorových buněčných linií. 

Testovaná 

látka 

Buněčné kultury Testovaná 

látka K562 

Gl5o[uM] 

M C F 7 

GI 5 o[uM] 

MV4-11 GI 5 o[pM] 

Průměr S M O D 

A M - 0 4 >25,0 >25,0 >25,0 

A M - 0 5 >50,0 >50,0 >50,0 

A M - 0 8 >12,5 >12,5 10,45 1,68 

A M - 0 9 >12,5 >12,5 11,08 2,05 

A M - 1 2 >12,5 >12,5 5,13 1,40 

A M - 1 3 >50,0 >50,0 >50,0 

4.2.5 Cytotoxicita na buňkách A R P E - 1 9 

U všech připravených látek byla zjišťována cytotoxicita na buňkách epitelu oční sítnice 

A R P E - 1 9 pomocí resazurinového testu. Látky byly testovány v 6 různých koncentracích, 

avšak ani při nejvyšší koncentraci 50 u M / L nebyl u žádné z připravených látek zjištěn 

cytotoxický efekt. Z naměřených hodnot IC 50 tedy vyplívá, že žádná z testovaných látek 

nemá cytotoxické vlastnosti proti tomuto typu buněčných linií. 
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D I S K U Z E 

Diplomová práce byla zaměřená na syntézu di substituovaných a tri substituovaných 

derivátů cytokininů a jejich následné testování biologické aktivity. Příprava derivátů 

probíhala dle protokolů strukturně podobných látek dle literatury Gucký et al., 2013. 

Deriváty s navázaným chlorem na uhlíku C2 měly vyšší míru konverze oproti derivátům 

s navázaných fluorem na stejné pozici. Fluoroderiváty proto musely být přečišťovány 

rekrystalizací nebo separací produktu chromatografií na koloně. 

Pro ověření průběhu syntézy a míry konverze výchozích látek byla nejdříve 

využita H P L C / M S , která určila procentuální zastoupení složek v reakční směsi po syntéze 

a jejich molekulové hmotnosti. Poté byla využita N M R , pomocí které byla potvrzena 

struktura připravených derivátů. Z a stejným účelem byla využita E A , která určovala 

procentuální zastoupení atomů C, N a H . Z důvodu nedostatečného množství 

syntetizovaných látek nebyla E A změřena pro všechny. 

Následně byla testována biologická aktivita syntetizovaných látek na rostlinných 

vzorcích, a to pomocí testu senescence, receptorového testu a kalusového testu. V žádném 

z cytokininových testů aktivita ani jedné z testovaných látek nedosáhla aktivity 

referenčního vzorku. V případě receptorového testu látky neaktivují cytokininový 

receptor A H K 4 . 

Připravené látky byly testovány na cytotoxické vlastnosti na lidských buněčných 

liniích. Nejdříve byla otestována cytotoxicita látek na nádorových liniích, to konkrétně 

na liniích K562, M C F 7 a M V 4 - 1 1 . U tohoto testu měla zvýšené cytotoxické vlastnosti 

látka A M - 1 2 . V následném testu byla hodnocena cytotoxicita na nenádorových buňkách 

A R P E - 1 9 , ve kterém se ani jedna z látek nejevila jako toxická. 

Vybraný strukturní motiv syntetizovaných látek vychází z j iž dříve připravených 

a otestovaných látek ze studie Gucký et al., 2013, které byly vyhodnoceny jako 

cytotoxické vůči buněčným kulturám chronické i akutní leukémie. Strukturně byl 

základní skelet adeninu ve výše zmíněné studii substituován, stej ně j ako v této diplomové 

práci, v pozicích uhlíku C2, C6 a dusíku N9 . N a pozici uhlíku C2 byl navázán 

aminoskupina (-NFh), na kterou byly následně navazovány další strukturní motivy. 

Oproti tomu v rámci této diplomové práce byly připraveny deriváty s atomem halogenu 

na pozici C2. Další pozicí substituce byl uhlík C6, na který byl navazován 4-(lH-pyrazol-

1-yl) anilin. V původní studii Gucký et al., 2013 byl C6 substituent prodloužen přes jeden 

uhlíkový můstek, což může být jedním z důvodů nižší aktivity námi připravených látek. 
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Takto připravené volné báze byly dále substituovány na pozici N 9 tetrahydropyranem 

nebo tetrahydrofuranem, který dle několika dosud publikovaných studií (Szučová et al., 

2009, významně ovlivňuje biologickou aktivitu cytokininových derivátů. 

V rámci studia Gucký et al., 2013 byly studovány cytotoxické vlastnosti 

na nádorových buněčných linií. Pro dané látky nebyla zkoumána specifičnost toxicity 

na nenádorové buňky. V rámci diplomové práce byla u jedné z látek (AM-12) detekována 

nižší míra cytotoxicity na nádorové buňky (v porovnání s cytotoxickými vlastnostmi látek 

ze studie Gucký et al., 2013), ale vůči buněčným liniím nenádorových buněk nebyla 

zjištěna toxicita. Úpravou strukturního motivu by mohla být zvýšena cytotoxicita vůči 

nádorovým buňkám a tím by strukturní motiv A M - 1 2 mohl být výchozím bodem dalších 

studií antitumorové aktivity. 

Za účelem zvýšení cytotoxicity na specifických nádorových liních je častým 

substituentem na pozici C2 amino skupina, přes kterou mohou být následně navázány 

další strukturní motivy. Obvykle jsou však tyto struktury nespecificky toxické i vůči 

nenádorovým buňkám. Dalším strukturním motivem, který v mnoha případech 

antitumorovou aktivitu je ribosa navázaná na N 9 pozici. V této pozici byla v diplomové 

práci navázán T H P nebo THF, které prokazatelně zvyšují biologickou aktivitu 

cytokininových derivátů (Doležal et al., 2007; Voliér et al., 2010; Voliér et al., 2017). 
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Závěr 

V rámci diplomové práce bylo syntetizováno šest cytokininových derivátů. Deriváty 

A M - 0 4 a A M - 0 5 byly substituovány na pozicích C2 a C6, kdy u derivátu AJVI-04 byl 

v pozici C2 navázán chlor a u A M - 0 5 fluor. N a pozici C6 byl stejně jako u všech dalších 

derivátů navázán 4-( lH-pyrazol- l -yl) anilin. Zbylé čtyři deriváty byly kromě pozic C2 a 

C6 substituovány i na pozici N9 , a to pomocí T H P nebo THF. Strukturní motiv derivátu 

A M - 0 8 obsahoval chlor a THP, A M - 0 9 fluor a THP, A M - 1 2 chlor a T H F a následně 

A M - 1 3 obsahující fluor a THF. 

Všech šest vytvořených látek bylo analyzováno fyzikálně-chemickými metodami, 

a to H P L C / M S , N M R a E A . Pomocí těchto metod byla potvrzena jejich struktura a čistota 

nezbytná pro další biologické testování. 

Všechny připravené deriváty byly následně testovány jak v rostlinných 

cytokininových biotestech, tak i na nádorových a nenádorových živočišných buněčných 

liniích. V rostlinných testech byla zjišťována antisenescenční aktivita, schopnost vazby 

syntetizovaných látek na receptor A H K 4 a v l iv na růst kalusu. A n i u jedné z testovaných 

látek však nebyla detekována cytokininová aktivita. 

V případě testování cytotoxických vlastností připravených derivátů nebyla u 

testovaných látek zjištěna významná cytotoxicita vůči použitým buněčným liniím. 

I přes neprokázanou biologickou aktivitu derivátů připravených v rámci této 

diplomové práce, by tyto sloučeniny mohly sloužit jako základ pro další studium 

zmiňované skupiny cytokininových derivátů. Dalším postupem pro zvýšení antitumorové 

aktivity by mohlo být navázání amino-skupiny do pozice C2 nebo tvorby ribosidu daného 

cytokininu s cytotoxickými vlastnostmi (AM-12) . Případně by mohlo zvýšit toxicitu 

využití pyrazolového substituentu na pozici C6, který bude mít řetězec před pyrazolem 

o jeden uhlík delší. 
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