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Uvod a cile prace

Cytokininy jsou malé organické molekuly odvozené od adeninu, které funguji jako
rostlinné hormony, a ve velminizkych koncentracich ovliviuji fadu vyznamnych
biologickych i fyziologickych procest ve vSech stadiich rostlinného zivota od vzorovani
embrya az po senescenci. PiestoZze byly objeveny jiz pfed vice nez 60 lety, neni
doposud zcela zmapovan jejich transport v ramci rostliny a rostlinnych bunék, signaini
kaskada, nékteré metabolické drahy, existence specifickych cytokinin-vazebnych
proteinl, popfipadé interakce s dalSimi fytohormony. B&hem jejich studia bylo zjisténo,
Zze maji vliv i na bunky Zzivolisné (protinadorova, antioxidativni, antisenescenéni
aktivita).

Fluorescence je fyzikalné-chemicky déj, pfi kterém dochazi po absorpci zafeni
k emisi energie v podobé& svétla pfi pfechodu z prvniho singletového stavu (Sq)
do singletové hladiny (Sy). Pfi chemickych analyzach za pouziti vhodnych detektort Ize
zaznamenat fluorescenci latky s koncentracemi az 10™"2M.

Spojeni fluorescence a cytokinind tak umoznuje vyvoj velmi citlivych molekularich
nastroju, jednak pro analytické ucely — stanoveni disocianich konstant, koncentrace
analytu uvnitf organel, isolace vazebnych proteini atd. a pfi pouziti konfokalni

mikroskopie Ize napfiklad studovat intracelularni lokalizaci jejich molekularnich cilu.

Cilem této bakalafské prace bylo:
- vypracovani literarni reSerSe na téma cytokininy a malé organické fluorofory
- pfiprava fluorescen¢né znacenych derivatl aromatickych cytokininu

- charakterizace pfipravenych latek dostupnymi fyzikalné&-chemickymi metodami



Teoreticka cast



1 Cytokininy

Cytokininy patfi mezi rostlinné hormony, jejichz nazev pochazi z feckého ,cyto®
(burika), ,kinesis“ (déleni) a vyjadfuje jejich schopnost podporovat v pfitomnosti auxinu
bunééné déleni. Jejich objeveni pfedchazelo hledani latky, kterd by byla schopna
indukovat cytokinezi v tkanové kultufe. Skupina prof. F. Skooga v 50. letech 20. stoleti
vyizolovala z autoklavovaného spermatu sledé latku, pozdéji pojmenovanou kinetin,
jako faktor potfebny spole€¢né s auxiny pro bunécné déleni (Miller a kol., 1955b).
Na zakladé chemickych vlastnosti a reaktivity izolované slouceniny s riznymi
reakénimi Cinidly byla navrZzena chemicka struktura kinetinu (6-furfurylamino-9H-
purinu), ktera byla nasledné potvrzena syntézou (Miller a kol., 1955a).

O nékolik let pozdéji byl identifikovan prvni pfirozené se vyskytujici cytokinin,
trans-zeatin, ziskany z nezralého endospermu kukufice (Zea mays) (Miller, 1961).
V dalSich letech bylo vyizolovano a nasyntetizovano mnoho dal$ich cytokinind, pfi¢emz
jako pfirozené vyskytujici se cytokininy byly dlouhou dobu uznavany pouze
isoprenoidni cytokininy. Aromatické cytokininy byly do této skupiny zafazeny az
na zakladé jejich izolace z topolu (Populus canadensis) (Strnad a kol., 1994).

Od objevu prvniho cytokininu bylo prokazano, Ze cytokininy zasadné ovliviuji
mnoho biologickych i fyziologickych procest v rostlinach. Maji vliv na regulaci
proliferace a diferenciace rostlinné bufky, oddalovani listové senescence, kliCeni
semen, apikalni dominanci a odpovédi rostlin na abioticky ¢&i bioticky stres
(Werner a Schmdlling, 2009).

1.1 Struktura cytokinint

V8echny pfirozené se vyskytujici cytokininy jsou NP-substituované derivaty
6-aminopurinu s isoprenoidnim ¢&i aromatickym postrannim fetézcem (Obrazek 1).
Skupinu  isoprenoidnich  cytokinin(i  predstavuji  Nf-isopentenyladenin  (iP;
6-[(3-methylbut-2-en-1-yl)amino]-9H-purin) a zeatin (Z; 6-[(4-hydroxy-3-methylbut-2-en-
1-yl)amino]-9H-purin). Zeatin obsahuje vedlejSi fetézec s terminalni hydroxyskupinou,
ktera mGze byt orientovana v trans- nebo cis- konfiguraci pfedstavujici tak trans-zeatin
(tZ) Ci cis-zeatin (cZ). Do této skupiny isoprenoidnich cytokinind se také Ffadi
dihydrozeatin (DHZ; 6-[(3-methylbutyl)amino]-9H-purin), ackoli ma nasyceny
3-methylbutylovy postranni fetézec (Ziircher a Maller, 2016).

Mezi zakladni aromatické cytokininy patfi kinetin s furfurylovym substituentem
(Kin; 6-furfurylamino-9H-purin) a derivaty s benzylovym zbytkem, Nf-benzylaminopurin

(BAP) nebo topoliny (Mok a Mok, 2001). Topoliny jsou hydroxylované formy BAP
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vyizolované z topolu (Populus canadensis), jmenovité se jedna o ortho-topolin
(6-[(2-hydroxybenzyl)amino]-9H-purin), meta-topolin (6-[(3-hydroxybenzyl)amino]-9H-
purin) a para-topolin (6-[(4-hydroxybenzy)lamino]-9H-purin) (Strnad, 1997).

PFirozené cytokininy Syntetické cytokininy
R
HN o sN
1
NZ N\ N”C‘N/K/N
Ky NN
NT N .
H thidiazuron
OH
? 2,2 0
= Yz OH Pz OH H/ \H
NC-isopentenyladenin trans-zeatin cis-zeatin dihydrozeatin

N,N -difenylurea

) > L2 1
o4 |__oH NN g
HooH

kinetin NC-benzylaminopurin  ortho-, meta-, para-topolin N-fenyl-N"-(2-chlor-4-pyridyl)urea

Obrazek 1. Struktury vybranych cytokininG. Dvé hlavni chemické tfidy cytokininl: pfirozené se
vyskytujici isoprenoidni (vlevo nahote) ¢i aromatické (vlevo dole) a syntetické (vpravo).

Kromé pfirozené se vyskytujicich cytokininG s purinovym skeletem existuji také
syntetické derivaty cytokininl, které jsou odvozené od fenylmocoviny, napfiklad
thidiazuron (TDZ; N-fenyl-N'-(1,2,3-thidiazol-5-yl)mocovina), N,N’-difenylmo€ovina
(DPU) a forchlorfenuron (CPPU, N-fenyl-N'-(2-chlor-4-pyridyl)mocovina)
(Ricci a Bertoletti, 2009).

Cytokininy s purinovym zakladem se objevuji v rostlinach nejen ve formé volnych

bazi, ale také nukleosidl, nukleotidu i N- &i O-glykosidu (Obrazek 2).

O-Glykosidy N-Glykosidy Ostatni modifikace
HN’R R2 R’ O-GIUXVI R? B-D-glukopyranosyl R3 L-alanyl
NZ N = -Glu/Xy R B-D-ribofuranosyl R® methylsulfanyl
J\\ | \> [3-D-glukopyranosyl
R® °N” N \(\)\/O-Glu/Xyl [-D-ribofuranosyl-5"-(mono, di, tri)fosfat
R4 B-D-glukopyranosyl

Obrazek 2. Struktury prirozené vyskytujicich se derivatti a konjugati cytokininu.

O-glykosylaci podléhaji cytokininy s terminalni hydroxyskupinou na postrannim
fetézci, kde dochazi k pfipojeni B-D-glukosy nebo B-D-xylosy. Jelikoz O-glykosidicka
vazba je lehce hydrolyzovatelna a O-glykosidy nejsou biologicky aktivni, jsou tyto
cytokininy povazovany za transportni a zasobni formy cytokinind. Dal$i modifikovanou
formou cytokininl jsou N-glykosidy, které vznikaji navazanim B-D-glukosy nebo vzacné
B-D-xylosy do poloh N3, N7 a N9 na adeninovém kruhu. Vzhledem ktomu,
Z2e N-glykosidicka vazba je velmi stabilni a tyto formy nevykazuji biologickou aktivitu,

ma vznik N-glykosylovanych forem cytokininG za nasledek jejich inaktivaci. V pfipadé
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zeatinu a DHZ dochazi také k pfipojeni L-alaninu do N9-pozice za vzniku kyseliny

lupinové, respektive dihydrolupinové (Frébort a kol., 2011).

1.2 Signalni draha cytokininu

Schopnost vnimat a reagovat na cytokininy je kliCovou soucasti témér vSech stadii
rostlinného Zivota, od vzorovani embrya pfes regulaci apikalnich meristému, vyvoj
organll az po senescenci. Je umoznéna prostfednictvim modifikované dvou-
komponentni His-Asp fosforyla¢ni signalni drahy, ktera vede od hybridniho kinasového
receptoru pres fadu fosforylacnich kroku k regulaci genové exprese. Cytokininova
signalni draha zahrnuje u Arabidopsis thaliana tfi zakladni sloZzky: hybridni kinasové
receptory (AHKs), histidin fosfotransferové proteiny (AHPs) a regulatory odpovédi
(ARRs). Do signalizace jsou také zapojeny faktory cytokininové odpovédi (CRFs)
(Keshishian a Rashotte, 2015).

1.2.1 Hybridni kinasové receptory (AHKs)

Témeér pul stoleti od objeveni cytokinind byly jako cytokininové receptory u A. thaliana
identifikovany tfi transmembranové histidin kinasy (AHKSs), z nichZ prvni objevenou
byla v roce 2001 CRE1/AHK4 (Inoue a kol., 2001, Suzuki a kol., 2001, Ueguchi a kol.,
2001). Vzapéti byla uvefejnéna také existence AHK2 a AHKS3
(Hwang a Sheen, 2001).

VysSe uvedené AHKs se skladaji ze dvou az tfi transmembranovych segmentd
svirajicich extracelularni vazebnou CHASE doménu (cyclases/histidine kinases
associated sensory extracellular), histidin kinasové domény, pfijimaci (receiver)
domény a domény homologni k pfijimaci doménég, tzv. receiver-like domény
(Obrazek 3) (Higuchi a kol., 2004, Inoue a kol., 2001, Nishimura a kol., 2004).

™ LB ™ HK RLD RD
AHK 2 {]U CHASE {} N G1 F G2 —C DOK
1173 aa @ @
AHK 3

CHASE NGl FG2 —— —C DOK
1176 aa ﬁ @ @
AHK 4 {} CHASE {] N G1 F G2 —C bOK
1057 aa* @ @

Obrazek 3. Struktura cytokininovych receptord AHK2, AHK3 a CRE1/AHK4 v signalni draze
cytokinintl u A. thaliana. Zakrouzkované aminokyseliny jsou zodpovédné za pfenos fosfatu. aa —
aminokyselina, TM — transmembranova doména, LB — ligand-vazebna doména, HK — histidin kinasova
doména, RLD - receiver-like doména, RD — pfijimaci (receiver) doména podle Heyl a Schmiilling, 2003.

Zminovana CHASE doména obsahuje 200-230 aminokyselinovych zbytku, které
mohou vazat nizkomolekulami ligandy, jakymi jsou pravé derivaty cytokininU

(Anantharaman a Aravind, 2001). V roce 2011 byla publikovana krystalova struktura
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senzorové domény receptoru CRE1/AHK4 v komplexu s riznymi cytokininy
(Obrazek 4A). Bylo zjisténo, Ze ligand je zanofen postrannim fetézcem do nepolarni
vazebné kapsy receptoru a stabilizuje se uvnitf pomoci dvou pfimych vodikovych
vazeb mezi Asp262 a N6 a N7 atomy cytokininu (Obrazek 4B). Pfi vazbé tZ dochazi
k tvorbé dalSi vodikové interakci mezi Thr294 a terminalni hydroxyskupinou
na isoprenoidnim fetézci, ¢imz se dosahne stabilnéjdiho spojeni, coz stavi tZ do pozice
nejaktivnéjSiho cytokininu. Ke stabilizaci cytokininG v receptorovém misté pfispivaji
také nepfimé vodikové vazby zprostiedkované molekulami vody, kterou jsou
koordinovany postrannimi fetézci Ser199, Tyr250 a hlavnim fetézcem Leu284
(Hothorn a kol., 2011).

Obrazek 4. Krystalova struktura vazebné domény CRE1/AHK4 v komplexu s BAP. A) Celkova
struktura komplexu; B) detail vazebného mista receptoru, aminokyseliny ve vzdalenosti do 12 A od ligandu
— modré kulicky = molekuly vody, pferuSovana Seda Cara = vodikové vazby, pfima interakce - Asp262,
nepfima interakce — postranni fetézec Ser199, Tyr250 a hlavni fetézec Leu284.

U receptorl AHK3 a CRE1/AHK4 byla také studovana jejich afinita k rlznym
cytokininim a jejich metabolitim (Tabulka 1). Z naméfenych hodnot vyplyva, Ze volné
baze cytokinini jsou nejlepSimi ligandy receptori, zatimco odpovidajici ribosidy
vykazuji mnohem nizSi miru interakce. DalSi formy jako ribotidy, N-, O-glukosidy,
popfipadé O-acetyly jsou zcela neaktivni. Nejvétsi aktivitou disponuje isoprenoidni
cytokinin tZ nasledovany iP, naproti tomu cZ, DHZ a aromatické cytokininy jsou

vyrazné horsimi ligandy. (Romanov a kol., 2006, Spichal a kol., 2004).
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Tabulka 1. Substratova specifita cytokininovych receptor6 AHK3 a CRE1/AHK4. ®Aktivace
cytokininovych receptori v in vivo ARR5::GUS receptorovém testu (Spichal a kol., 2004). bZdanlive
hodnoty Kp vypocitané jako koncentrace ligandl potfebné k vytlaéeni 50% 3H-zeatinu z aktivniho mista
receptortl (Romanov a kol., 2006). nd — nebylo detekovano.

Cytokinin ARRS5::GUS rel. aktivita [%]° Apparent Kp [nM]°
AHK4/CRE1 AHK3 AHK4/CRE1 AHK3
tz 100,0 100,0 3,9 1,3
tZ ribosid 10,0 92,5 50 15
tZ ribosid 5"-monofosfat 0,3 40,4 - -
tZ O-glukosid 0,0 0,0 nd nd
tZ 9-glukosid 0,0 0,0 - -
tZ O-acetyl 0,0 0,0 >2750 >2300
cZ 0,0 54,2 830 375
DHz 0,1 52,9 400 50
iP 89,2 72,9 17 150
iP ribosid 10,0 10,1 130 >2300
kin 2,5 23,8 - -
BAP 7,7 23,6 300 1050
BAP ribosid 0,0 4,0 - -
meta-topolin 28,6 79,8 - -
meta-topolin ribosid 0,0 6,3 - -

Subcelularni lokalizace zmiflovanych receptord jeSté stale neni naprosto
objasnéna, protoze byly prvné lokalizovany v plasmatické membrané (Kim a kol., 2006)
a v pozdéjsi studii naendoplazmatickém retikulu (ER) s CHASE doménou

orientovanou do lumen ER (Caesar a kol., 2011).

1.2.2 Histidin fosfotransferové proteiny (AHPs)

Nepostradatelnou soucasti fosforylacni drahy jsou AHPs zajiStujici prenos fosfatu
z AHKs v cytoplasmé na ARRs lokalizované v jadfe. U A. thaliana je znamo celkem
Sest AHPs, z ¢ehoz prvnich pét (AHP1/2/3/4/5) stimuluje cytokininovou signaini drahu
a Sesty (AHP®6) ji inhibuje, protoze postrada vysoce konzervovany XHQXKGSSXS
motiv nezbytny pro fosfotransferovou aktivitu. Jedna se o proteiny, které jsou dlouhé
127-157 aminokyselin (Obrazek 5). Jejich struktura je ve srovnani s AHKs mnohem
jednodussi, protoZze obsahuji pouze kratkou histidin  kinasovou doménu
(Heyl a Schmuilling, 2003).
XHQXKGSSXS

AHPs
127-157 aa

Obrazek 5. Struktura AHPs s vysoce konzervovanym XHQXKGSSXS motivem. Podle Heyl a
Schmiilling, 2003.
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1.2.3 Regulatory odpovédi (ARRs)

Kone&nou skupinou proteint v signalni draze cytokinini jsou ARRs nachazejici se
v jadfe a slouzici k regulovani odezvy €i vystupu ve vnimani cytokinind.

Lze je rozdélit podle struktury do tfi skupin: typ-A, typ-B a typ-C (Obrazek 6).
VSechny ARRs jsou tvofeny pfijimaci doménou obsahujici konzervované aspartatové
reziduum ucastnici se fosforylace. Zastupci ARRs typu-B maji dale vystupni doménu
nesouci DNA vazebny GARP motiv skladajici se z 60 aminokyselin a fosforylaci
aktivované formy zastavaji funkci transkripénich faktor(i. Oproti tomu ARRs typu-A a -C
DNA vazebnou doménu postradaji a jedna se o geny primarni odpovédi, které mimo

jiné zpétné inhibuji cytokininovou signalni drahu (Keshishian a Rashotte, 2015).

RD NLS NS ©OD NLS
B-typ ARR _ ﬂ U i [] » ¥
382-690 aa D@ K AD GARP P/Q -rich | |domain
A-typ ARR ﬂ &
122-259 aa D@K AD

Obrazek 6. Struktura ARR typu-A a typu-B. Zakrouzkované aminokyseliny jsou zodpovédné za pfenos
fosfatu. aa — aminokyselina, RD — pfijimaci (receiver) doména, NLS — jaderna lokaliza¢ni sekvence. OD —
vystupni doména, AD — kyseld doména, GARP — DNA vazebny motiv, P/Q rich domain — oblast bohata na
aminokyseliny prolin a glutamin, podle Heyl a Schmiilling, 2003.

1.2.4 Faktory cytokininové odpovédi (CRFs)

Faktory cytokininové odpovédi tvofi vedlejSi vétev cytokininové signaini drahy, ktera je
paralelni s drahou ARR typu-B a pozménuji expresi totoznych cilovych gent
(Hwang a kol.,, 2012). Jedna se o d¢leny velké skupiny transkripnich faktorQ
APETALA2. U A. thaliana bylo nalezeno celkem Sest genl kodujicich CRFs. AvSak
pouze CRF2, CRF5 a CRF6 jsou regulovany cytokininy, a to jednak prostfednictvim
jejich exprese (cilovy gen ARR typu-B) a aktivace (fosforylace AHPs). Po aktivaci
fosforylaci dochazi k jejich pfemisténi z cytosolu do jadra, kde ovliviiuji genovou
expresi (Rashotte a kol., 2006).

1.2.5 Mechanismus signalizace

Cytokininova signalni kaskada zacina navazanim biologicky aktivniho cytokininu
na vazebnou CHASE doménu AHK nachazejici se na extracelularni strané plasmatické
membrany nebo vlumen endoplasmatického retikula. Vazbou ligandu dochazi
ke konformaénim zménam, dimerizaci receptoru a autofosforylaci konzervovaného
histidinového rezidua v histidin kinasové doméné. Po aktivaci receptoru
nasleduje fosforylace aspartatového zbytku na pfijimaci doméné receptoru, odkud je

signal dale pfenesen na vysoce konzervovany His mobilnich AHP1-AHPS5

17



lokalizovanych v cytoplasmé. Fosforylované AHPs jsou poté pfemistény z cytoplasmy
do jadra, kde je jejich cilem fosforylace konzervovaného aspartatového rezidua ARRs
typu-A nebo -B (Obrazek 7).

A (\ Plasmaticka membrana

)00019000000000000000000000000000000000000000000000]
YT Y Y e Y YO
AU LU UL UL L UL AU LU UL UL I LI LU UL

1 Cytosol
H
C AHK2, AHK3,
AHK4/WOL1/CRE1
& aa

/;ﬁ@ )
i w2
s
A\ =B @
(®Asp \ Jadr CRF2/5/6 /
@

——
0
Proteolyza > R *j
B

()
s
CK reot
\ S trans‘“‘jpce

Obrazek 7. Modifikovany model signalni drahy cytokinin u A. thaliana. Cytokininové receptory jsou
pravdépodobné lokalizovany jak na plasmatické membranég, tak i na ER. Po vazbé cytokininu na receptor
dochazi k dimerizaci a autofosforylaci receptoru, poté je signal pfenesen na mobilni AHPs, které jsou
translokovany do jadra, kde fosforyluji pfislusné ARRs. CRF jsou aktivovany v cytosolu pomoci AHPs
a po presunu do jadra reguluji genovou expresi. Inhibici signalni drahy zajistuji AHP6 a fosforylované
ARRs typu-A, podle (Shi a Rashotte, 2012).
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Fosforylované ARRs typu-B aktivuji genovou expresi ARRs typu-A, CRFs ¢i genl(
regulujicich vyvoj kofene a stonku, de-etiolizaci, listovou expanzi, senescenci
a cytokininovou homeostazi. Oproti tomu fosforylované ARRs typu-A maji vliv
na regulaci cirkadialnich rytma a funkci fytochromu (Ishida a kol., 2008).

CRF2/5/6 se po aktivaci prostfednictvim AHPs pfemistuji z cytosolu do jadra,
kde ovliviiuji totoZzné geny jako ARR typu-B.

Negativni regulaci cytokininové signalni kaskady zajistuji AHP6 a aktivované
formy ARR typu-A (To a Kieber, 2008).
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2 Malé organické fluorofory

Fluorescenéni znaleni pomoci malych organickych fluoroforli patfi kjedné
z nejbéznéjSich metod vyuzivané ke sledovani biologickych udalosti v Zivych burikach
i celém organismu. PouZiti fluorescencnich znacek je vhodné vzhledem Kk jejich vysoké
citlivosti, rychlé odezvé a technické jednoduchosti (Terai a Nagano, 2013). Fluorofory
mohou vytvaret se vzorkem uréenym k analyze kovalentni nebo nekovalentni vazby
a vzniklé slou€eniny nasledné vykazuji fluorescenci v oblasti kratkych ¢i dlouhych
vinovych délek v zavislosti na pouzitém fluoroforu. Malé organické fluorofory Ize
rozdélit jak podle struktury, tak podle jejich emise na skupiny emitujici pod 500 nm
a nad 500 nm (Goncalves, 2009).

2.1 Malé organické fluorofory s emisi do 500 nm

Zakladnimi  strukturnimi  motivy fluorescenénich znaek semisnim maximem
do 500 nm jsou nejc¢astéji dvou a vice jaderné kondenzované heterocykly s kyslikem,

dusikem i sirou nebo derivaty naftalenu (Obrazek 8).
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Obrazek 8. Ukazky malych organickych fluorofor s excitaénim maximem do 500 nm. A) heterocykly
s kyslikem: 1 — benzopyran (kumarin), 2 — benzofuran, 3 — naftopyran, 4 — naftofuran; B) heterocykly
s dusikem: 1 — phanquinon, 2 — ftalimid, 3 — nitrobenzofurazan, 4 — dihydrokarbazol; C) heterocykl se
sirou; D) barviva s nafltalenovym jadrem.

Kumariny predstavuji jednu z nejvSestrannéjSich skupin fluoroford. Jejich
strukturnim zakladem je 3-oxo-3H-bezopyran a jsou charakteristické emisi v modré

oblasti spektra (410-470 nm), vysokym kvantovym vytéZkem fluorescence, dobrou



rozpustnosti a nizkou toxicitou (Wagner, 2009). Jejich spektroskopické vlastnosti zavisi

na jednotlivych substituentech zakladni jednotky (Tabulka 2).

Tabulka 2. Spektralni viastnosti derivati kumarin-3-karboxylové kyseliny. M&feno 20,1M Tris, pH 9,0;
®MeOH (Adronov a kol., 2000, Szijjarto a kol., 2013)

. Latka R’ R? €Xmax [NM]  emyp, [NmM]

\COOH 1 MeO- H- 335° 400°
R1©\)OIO 2 Et,N- H- 407° 470°
1-6 3 Et,N- COOH- 395° 543°
4 OH- H- 386° 448°
Ny CooH 5 Br- H- 352° 414°
(hgj\/oio 6 4MeOBnO-  H- 372° 413°
! 7 - - 444° 487°

Kumarinové derivaty byly pouzity napfiklad k modifikaci lysinu

(Berthelot a kol., 2004). Autofi nejprve pfipravili fluorofory Knoevenagelovou
kondenzaci salicylaldehydu s diethylmalonatem v pfitomnosti piperidinu a naslednou
alkalickou hydrolyzou  esteru. Poté  aktivovali karboxylovou  skupinu
N-hydroxysukcinimidem pomoci DCC a zkondenzovali s chranénym lysinem. Chranici
skupinu nasledné odstranili pomoci HCI (Schéma 1). Oproti latkam 1 a 2 vykazovaly
vzniklé  produkty emisni maximum posunuté smérem Kk Cervené oblasti
(5 eXmax'®Mmax = 407/480 nm; 6 eXmax/€Mmax = 335/404 nm, 50uM v 0,1M Tris-HCI,
pH 9,0).

R\©:OH ablode R\©/\OIO . R 0_0 o an R 0._0
—_—
cHo (70754 %) Z — Oﬁ (64150 %) NGO
R MeO- 1 MeO- 3MeO- ©O 5MeO- HN
Et,N- 2 Et,N- 4 Et,N- o 6 Et,N-

NH,
COOH

Schéma 1. Syntéza fluorescenéné znac¢eného lysinu pomoci kumarinovych fluoroford. a —
diethylmalonat, piperidin, EtOH, reflux, 12h; b — 20% NaOH, reflux, 2h, 12M HCI, 0 °C; ¢ — diethylmalonat,
piperidin, MeCN/toluen reflux, 12 h; d — 0,5M NaOH, MeOH, reflux; e — 2M HCI; f — DCC, NHS, DMF, 0 °C,
2 h nebo -10 °C, 20 h; g - Fmoc-Lys-OH, DIPEA, DMF, 0 °C, 30 min, 3 nebo 4, It, 2 h; h — 2M HCI, 4 °C,
12 h.

Hojné jsou vyuzivany i aromatické fluorofory s naftalenovym jadrem, mezi néz
patfi  5-(dimethylamino)naftalen-1-sulfonyl chlorid, neboli dansyl chlorid
(Xmax®Mmax = 337/492 nm, méfeno v chloroformu po pfipojeni hexylaminu). Ten je
bézné pouzivan pro modifikaci aminokyselin pfi sekvencovani proteinl a analyze
aminokyselin (Gray, 1972). Byl pouzit napfiklad pro fluorescenéni znaceni alaninu

(Summerer a kol., 2006). K syntéze byla zvolena jako vychozi latka N,-Boc-L-2,3-
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diaminopropanova kyselina, na kterou byl pfipojen dansyl v DCM za pouziti Et;N jako
baze. Chranici skupina byla odstranéna pomoci trifluoroctové kyseliny (Schéma 2).
Dansylalanin byl poté zacélenén do lidské superoxiddismutasy a pouZit pro sledovani

rozkladani tohoto protein v pfitomnosti guanidinium chloridu.

\N/ N, \N/
CO =~ C) = OO
(58 %)
o=§=o o=§=o O=§=O
(o] J:NH J:NH
Boc~\““cooH H,N" >COOH
H

Schéma 2. Syntéza dansylalaninu. a — EtzN, DCM, 0 °C, Boc-Dap-OH, It, 18 h; b — TFA, It, 4 h; ¢ —
NaOH, HCI.

UZiteCné optické vlastnosti vykazuji rovnéz nékteré dusikaté heterocykly jako
benzooxadiazoly, akridony, akridiny ¢i 4,7-fenanthrolin-5,6-diony (phanquinony).
Znamym fluoroforem s benzooxadiazolovym jadrem je 4-chlor-7-nitrobenz-2-oxa-1,3-
diazol (NBD-CI). Toto barvivo vykazuje excitaéni maximum pfiblizné 470 nm a emisni
530 nm, pficemz k emitaci dochazi pouze po spojeni s aminem. Pouziva se také jako
derivatiza¢ni Cinidlo aminokyselin v HPLC analyzach &i proteinu pfi elektroforézach
(Goncalves, 2009).

Oligothiofeny jsou sirné heterocyklické slouceniny s vlastni fluorescenci
vyznacujici se snadnou modifikaci. Primarnim zastupcem téchto latek je terthiofen
(EXmax®Mmax = 354 nm/450 nm, méfeno ve vodé), jenz byl kupfikladu pfipojen
na oligonukleotidy prostfednictvim fosforamiditové vazby (Schéma 3)
(Capobianco a kol., 2005).
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Schéma 3. Syntéza fluorescencné znaceného ologonukleotidu pomoci terthiofenu. a — DIPEA, DCM,
2-kyanoethyl-N, N-diisopropyl-chlorfosfit, 30 min; b — MeCN, konc. amoniak, 50 °C.
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2.2 Malé organické fluorofory s emisi nad 500 nm

Fluorofory s emisi nad 500 nm jsou strukturné mnohem sloZzitéjSi, se znatelné vétsi

molekulovou hmotnosti, tvofeny vysoce konjugovanymi systémy (Obrazek 9).

A

NS

SO;3Na

Obrazek 9. Ukazky malych organickych fluorescenénich znac¢ek s emisi nad 500 nm. A -
Fluoresceinové barvivo, B — Rhodaminové barvivo, C — Squarainové barvivo, D — BODIPY barvivo, E —
Kyaninové barvivo.

Xanthenova barviva patfi mezi nejstarsi syntetické fluorofory a jejich zakladnim
strukturnim motivem je 9H-xanthen, neboli 10H-9-oxoanthracen. Lze je rozdélit do tfi
podskupin na fluoresceiny, rhodaminy a eosiny.

Zakladnim zastupcem fluoresceinl je fluorescein, neboli 2-(6-hydroxy-3-oxo-3H-
xanthen-9-yl)benzoova kyselina, kterou lze pomérné jednoduSe pfipravit Friedel-
Craftsovou acylaci z anhydridu kyseliny fltalové a 1,3-dihydroxy-benzenu v pfitomnosti

chloridu zine€natého (Schéma 4).

0 HooC g
HO OH
Cry - O™ —=e Q00
HO o o
o

Schéma 4. Syntéza fluoresceinu Friedel-Craftsovou reakci.

Jedna se o vysoce fluorescenéni molekulu, jejiz absorpéni a emisni vlastnosti jsou
silné pH dependentni (eXmax/€Mmax = 490/514 nm, méfeno v 0,1M Tris, pH 8,0). Tento
fluorofor se bézné se pouziva pro aplikace konfokalni laserové skenovaci mikroskopie
¢i pratokové cytometrie (Sun a kol., 1997). Vzhledem k jeho omezené rozpustnosti
a nizké reaktivité se k fluorescenénimu znaceni pouzivaji pfednostné jeho reaktivnéjsi
formy (fluorescein-5-isothiokyanat (FITC) a 6-FAM fosforamidit). FITC s €Xmax= 492 nm

a emmax = 518 nm (méfeno ve vodé€) reaguje s nukleofily jako primarnimi
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aminoskupinami, za vzniku thiomocovinového mustku —NH(C=S)NH-, nebo s thioly.
Tento mechanismus byl uplatnén pfi znaCeni kyseliny abscisové (Schéma 5),
kdy reakci ketoskupiny kyseliny s 4-aminofenylkarbonylhydrazidem v kyselém prostfedi
vznikl meziprodukt, na jehoZ primarni aminoskupinu byl nasledné pfipojen FITC
(Asami a kol., 1997).

0 0
o} Oy OH N Oy OH
> b7 —_—
=N\ 0 = 0 S =
A HoN N (10 %) NS
OH ? OH AN OH
HoocC ‘
o (o) OH
Schéma 5. Priprava fluorescenéné znacdené kyseliny abscisové pomoci FITC. a - 4-

aminobenzhydrazid, MeOH, AcOH, 8 h; b — FITC, EtsN, THF.

Rhodaminy, synteticka organicka barviva, se vdeobecné vyuzivaji k charakterizaci
propustnosti lipidové membrany, dynamice micel a studiu enzymatické aktivity.
Typickymi pfedstaviteli jsou Texaska c&ervell (€Xmax’€Mmax = 596/615 nm),
Rhodamin 110 (eXmax€Mmax = 496/517 nm) a Rhodamin B (€Xmax'€Mmax = 553/627 nm)
(Obrazek 10).

Texas Red Rhodamin B Rhodamin 110

Obrazek 10. Struktura trech zastupcti rhodamint — Texaska ¢erven, Rhodamin B a Rhodamin 110.

Rhodamin B se pouziva jako pH indikator a fluorofor v mnoha biologickych
analyzach. V kyselém prostfedi se nachazi ve formé kationtll a jeho karboxylova
skupina je protonizovana (Schéma 6). AvSak v bazickém prostfedi dochazi k disociaci
a pfeméné na obojetny iont. V pfitomnosti malo polarniho organického rozpoustédia je
nasledné zwitterionova forma barviva schopna prochazet reverzni konverzi na

bezbarvy lakton v disledku pferuseni 1 konjugace chromoforu (Beija a kol., 2009).
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Kationtova forma Zwitterionova forma Lakton

Schéma 6. Molekularni struktury tfi forem Rhodaminu B v zavislost na pH. NOR — nepolarni
organické rozpoustédlo.

DalSimi fluorescenénimi slouceninami emitujicimi nad 500 nm jsou kyaniny, také
nazyvané polymethinova barviva, ktera jsou tvofena dvéma heterocyklickymi kruhy
spojenymi polymethinovym fetézcem, jehoz délka urCuje spektralni rozsah. Ten se
nachazi vrozmezi od 400 do 800 nm v zavislosti na struktufe (Tatikolov, 2012).
Kyaninova barviva jsou vyuzivana pfi genetické analyze, DNA sekvenovani ¢i in vivo
zobrazovani.

Do polymethinovych barviv Ize téZz zafadit squarainy pouzivané jako senzory
pro ionty. Tyto organicka barviva se vyznacluji rezonanéné stabilnimi amfoternimi
strukturami s cyklobutendiyliumdiolatovym jadrem a absorp&nim a emisnim maximem
mezi 630-670 nm, respektive 650-700 nm.

Fluorescenéni znacky oznacované jako BODIPY jsou zaloZeny na 4,4-difluoro-4-
bora-3a,4a-diaza-s-indacenu, ktery muze byt modifikovany v pozici 1, 3, 5, 7 a 8.
Jedna se o velmi univerzalni fluorofory, které jsou pro biologické aplikace zajimaveé
z duvodu vysokého molarniho absorpéniho koeficientu, intensivni fluorescence,
fotostabilité a necitlivosti k rozpoustédlim ¢&i pH. Jejich excitace a emise Ize ovlivnit
upravou pyrrolového jadra (Fayed, 2009). Casto vykazuji optické vlastnosti lepsi nez
fluorescein, tetramethylrhodamin a jind barviva sdelsi vinovou délkou
(Goncalves, 2009).

3 Cytokininy a fluorescence

Fluorescence ve spojeni s cytokininy pfedstavuje vyznamny nastroj pro studium
cytokininového metabolismu, mechanismu transportu a signalizace. Z literatury jsou
obecné znamy dva zpulsoby tohoto slouceni. Prvnim z nich je pfiprava derivatd, které
mimikuji cytokininy a vykazuji fluorescenci, a druhym je pfipojeni externiho fluoroforu

k cytokininu prostfednictvim oddalovaciho fetézce.

3.1 Fluorescenéni derivaty cytokininu

Prvnimi fluorescenénimi cytokininovymi analogy publikovanymi vroce 1976 byla

benzoanologa BAP a iP pfipravena za vysokych teplot v tlakovych ampulich reakci
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odpovidajicich linearnich methylthio- nebo nelinearnich thio- prekurzora s pfisluSnym

aminem (Schéma 7).
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Schéma 7. Syntéza a spektralni vlastnosti imidazo[4,5]chinazolinovych analog cytokinint.
a — benzylamin nebo 3-methylbut-2-enylamin, EtOH, 200 °C, 48 h.

Mezi jednotlivymi derivaty BAP a iP patfici do ur€ité skupiny nebyl z hlediska
spektralnich vlastnosti zasadni rozdil. Vzniklé linearni slou¢eniny 1 (€Xmax = 320, 335,
350 nm, eMpax = 365, 380, 395 nm, méreno ve vodé; ® = 0,07/0,14 vztazeno k chininu
v 1M H,S0O4) a proximaini 2 (e€Xmax = 325, 340 nm; emmax = 350, 362, 378 nm, méfeno
ve vodé; ® = 0,09/0,12 vztazeno k chininu v 1M H,SO,4) mély nezanedbatelny kvantovy
vytéZek fluorescence, zatimco latky typu 3 (€Xmax = 302, 312 nm; emy.x = 330, 340,
355 nm, méfeno ve vodé) vykazovaly velmi nizkou fluorescenci pravdépodobné
v dusledku vodikového transferu mezi atomy N1 a N9. Biologicka aktivita téchto latek
byla otestovana v tabakovém kalusovém testu a prokazana u linearnich derivata 1
s nejvy8Si aktivitou dosazenou pfi koncentraci 10uM, pfiCemz aktivnéjSi byl
isoprenoidni derivat. Pozitivni kontroly (iP a BAP) dosahly stejné aktivity pfi koncentraci
0,1uM (Sprecker a kol., 1976).

Vroce 1979 byla publikovana syntéza a biologicka aktivita 4-substituovanych
2-methylthiopyrido[2,3-d]pyrimidinG (lwamura a kol., 1979). Nejucinnéjsi latkou
s anticytokininovou aktivitou ztéto série byl 4-butylamino-2-methylthiopyrido[2,3-
d]pyrimidin (BAMPP), ktery byl pfipraven z 2-sulfanylpyrido[2,3-d]pyrimidin-4-olu
pomoci methylace Mel, nasledné chlorace intermediatu POCI; za refluxu a reakce

s butan-1-aminem (Schéma 8).
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Schéma 8. Syntéza BAMPP. a — CHsl, CH3Ona; b — POCIs, reflux, butan-1-amin, n-butanol.

V nasledné studii byly u této latky stanoveny spektralni vlastnosti
(€Xmax /€Mmax = 338 /402 nm, 9,1uM ve vodé; ® = 0,47, ve srovnani s chinin sulfatem
v 0,05M H,SO,) a byla pouzita jako sonda pfi izolaci cytokinin-vazebnych protein(
z kalusovych bunék tabaku. Pomoci BAMPP byly identifikovany dva druhy protein(
s vysokou afinitou k cytokininim ve frakci rozpustnych proteint a jedno vazebné misto
na ribozomech (Hamaguchi a kol., 1985).

Schopnost silné fluorescence byla také ukazana u 7-fenylethynylimidazo[4,5-
blpyridinu (FEIP) a jeho ribosidu (Nishikawa a kol., 2000). Pfipraveny byly reakci
peracetylovaného 1-deazaadenosinu s isoamylnitritem a dijodmethanem za vzniku
6-jodderivatu, po niz nasledovala palladiem katalyzovana Sonogashira cross-
couplingova reakce a odchranéni acetyll v bazickém prostfedi, ¢imz prvné vznikl
pfislusny ribosid. Odstranénim ribosy v kyselém prostfedi byla vytvofena volna baze
(Schéma 9).

NH,

\
\ \ _
ﬁ\/E > (76% N/ N (93 %) > (89 %) (74 %)
ij:OAc OAc OAc
o
OAc OAc OAc OH

AcO AcO AcO HO

\72

Iz

Schéma 9. Syntéza 7-fenylethynylimidazo[4,5-b]pyridinu. a — CHal,, isoamylnitrit, MeCN, UV, reflux;
b — PhC=CH, (PPh3)PdCl,, Cul, Et;N/MeCN, reflux; ¢ — NHy/MeOH, d — 0,1M HCI/1,4-dioxan, reflux.
Méfenim spektralnich vlastnosti vzniklych slou€enin byla stanovena excitace obou
latek na 310 nm, emise volné baze na 363 nm a ribosidu na 373 nm (5uM ve vodé).
Tyto parametry byly studovany rovnéz za kyselych a bazickych podminek
a srovnavany s 6-fenylethynylpurinem (€Xmax/€mMmax = 330/397 nm) a jeho ribosidem
(EXmax®Mmax = 328 nm/416 nm). V porovnani s vodou doslo k nejvyraznéjSim zménam
v relativni intenzité fluorescence v pfitomnosti 0,1M NaOH. FEIP posilil intenzitu
fluorescence z 14,8 na 375 (25x) a souCasné testovana purinova baze dokonce

v v

ve vode. AIkynonve derivaty byly taktéz navzajem porovnany ve tfech rGznych
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cytokininovych biologickych testech. V Amarathovém biotestu byly aktivngjsi volné

baze nez odpovidajici ribosidy, pfi¢emz nejucinnéjsi latkou byl FEIP. Obdobné aktivity

danych latek bylo dosazeno i v tabakovém kalusovém testu (Graf 1).
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Graf 1. Biologicka aktivita FEIP v A) Amaranthovém a B) tabakovém kalusovém biotestu. m — BAP,
o — kinetin, A— 6-fenylethynylpurin, A — 6-fenylethynylpurin ribosid, e — FEIP, o — FEIP ribosid, pfevzato
z Nishikawa a kol., 2000.

3.2 Fluorescenéné znacené cytokininy

V ramci druhého zplUsobu spojeni fluorescence a cytokinint prostfednictvim externich
fluoroforl a oddalovaciho fetézce byly publikovany pouze dva fluorescenéné znacené
derivaty syntetického cytokininu N-fenyl-N -(4-pyridyl)mog&oviny (4PU). Pro minimalizaci
stérické zabrany byly vybrany tfiuhlikaté fetézce zakon&ené v pfipadé NBD primarnimi
aminoskupinami, respektive hydroxyskupinami v pfipadé Rhodaminu B. V ramci
syntetického postupu byla oddalovaci raménka pfipojena k fluoroforim a poté
k karboxyderivatu 4PU (Schéma 10).

PFfi znaCeni pomoci NBD-CI byl na fluorofor nasubstituovan 1,3-diaminopropan
a poté v pfitomnosti N,N°-dicyclohexylkarbodiimidu (DCC) a 2,4-dinitrofenolu byla
vysledna 3-aminopropyl slou€enina pfimo pfipojena k4PU za vzniku 4PU-NBD
(absmax’€Mmax = 465/532 nm, méfeno v ethanolu). Pfi pouziti Rhodaminu B byly jako
kondenzac¢ni Cinidla pouzity 4-(dimethylamino)pyridin (DMAP) a DCC. Vysledny
konjugat 4PU-RhB vykazoval nasledujici vlastnosti absmo/€mmax = 558/584 nm

(méfeno ve vodé).
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Schéma 10. Priprava fluorescenéniho zna€eni 4PU pomoci A) NBD-Cl nebo B) Rhodaminu B. a —
1,3-diaminopropan, EtOH, 75 °C, 1 h; b — 4PU, DCC, 2,4-dinitrofenol, DMF, 45 °C, 3 h; ¢ — DCC, DMAP,
1,3-propandiol, DMF, 45 °C, 4 h; d — DMF, DCC, DMAP, 4PU, 45 °C, 4 h.

Poté byla u vzniklé slouceniny 4PU-RhB pomoci fluorescenéni korelaéni
spektroskopie prokazana silna interakce s VrCSBP, vazebnym proteinem pochazejicim
z klicka fazole (Vigna radiata), pficemz byla Ky stanovena na 629+64nM. Interakce
VrCSBP s dalSimi ligandy (Z, iP, 4PU ¢i giberelinem GA4) byly dale studovany
v kompeti¢nim testu pomoci 4PU-RhB. Ze ziskanych disociacnich konstant (Tabulka 3)
vyplynulo, Ze syntetické cytokininy vykazuji vy$Si afinitu k VICSBP neZ pfirozené se
vyskytujici cytokininy, z nichz se nejlépe vazal iP. Zjistilo se také, Ze giberelin GA4
interaguje s VrCSBP 9x silnéji nez s iP, coz prokazalo, Zze VrCSBP neni vyluéné

cytokinin-vazebny protein (Zawadzki a kol., 2010).

Tabulka 3. Interakce vybranych ligandi s VrCSBP.

Ligand Odhadovana Ky [uM]
zeatin 409+32
iP 19649
4PU 6416
CPPU 22+0,8
GA4 22,5+1,3
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4 Materialy a metody

4.1 Chemikalie

Benzylamin, 4-chlor-7-nitrobenzofuran, dansyl chlorid, 1,6-diaminohexan, N,N’-
dicyklohexylkarbodiimid, 4-diethylaminosalicylaldehyd, 1,2-diaminoethan, furfurylamin,
N-hydroxysukcinimid, kumarin-3-karboxylova kyselina, piperidin, Rhodamin B,
trifluoroctova kyselina a deuterovany dimethylsulfoxid byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich. Triethylamin a kyselina chlorovodikova (35%) byly dodany z firmy Penta, 2,6-
dichlor-9H-purin od firmy Olchemim s.r.o a diethyl-malonat z firmy Arcos Organic.
Rozpoustédla jako acetonitril, dichlormethanu, dimethylsulfoxid, chloroform, methanol,
absolutni ethanol, n-propanol a dalSi chemikalie jako hydrogenuhli€itan sodny byly
zakoupeny od firmy Lach:Ner. terc-Butyl (2-(6-chlor-9H-purin-9-yl)ethyl)karbamat byl
pfipraven v oddéleni Chemické biologie a genetiky Centra regionu Hana.

Sucha rozpoustédla (acetonitrii a dichlormethan) byla pfipravena destilaci
nad hydridem vapenatym a dalSi (dimethylsulfoxid a methanol) byla vysudena stanim
nad aktivovanym 3 A molekulovym sitem (24 hodin — 300 °C) pod chlorkalciovou

zatkou po dobu nejméné 72 hodin (Bradley a kol., 2010).

4.2 Metody

Ke kontrole prabéhu reakci slouzila tenkovrstevna chromatografie (TLC) na hlinikovych
destiCkach potazenych silikagelem 60 F,s, (Merck). Jako mobilni faze byly vyuzity
chloroform/methanol  (9:1  nebo 4:1), n-propanol/amoniak/voda (5,5:1:3,5)
a chloroform/methanol/amoniak (6:1:0,01). K vizualizaci byla pouzita UV lampa Camag
(254 nm nebo 366 nm) a u nékterych sloucenin byl vyuZzit barvici roztok 1,5% ninhydrin
v n-butanolu obsahujici 3 % AcOH.

Sloupcova kapalinova chromatografie byla provadéna za ucelem purifikace
pfipravenych slouenin na silikagelu Davisil LC60A 40-63 Micron (Grace Davison
Discovery Sciences, UK) za pouziti mobilni faze chloroform/methanol nebo
chloroform/methanol/amoniak s gradientem methanolu.

Vysokoucinnym kapalinovym chromatografem (HPLC Alliance 2690 Separations
Module, Waters, Milford, MA, USA) na koloné C18 Symmetry (Waters, UK) o délce 150
mm a priiméru 2,1 mm s poérovitosti 5 um byla ovéfena Cistota pfipravenych sloucenin.
Vzorky byly rozpustény v DMSO a nafedény do MeOH na koncentraci 10 pg/ml
avobjemu 10 pl naneseny do pocateCni mobilni faze. Separace probihala
gradientovou eluci (0' —90% A; 25’ —10% A; 35 —10% A; 36’ — 90% A; 45 — 10% A) o

pratoku 0,25 ml/min. Mobilni fazi A tvofil 15mM mraven¢an amonny o pH 4,0, mobilni
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fazi B MeOH. Analyty byly detekovany UV-VIS detektorem s diodovym polem
(PDA 2996, Waters, UK) méficim v rozmezi vinovych délek 210-400 nm.

Molekulova hmotnost pfipravenych latek byla stanovovana na hmotnostnim
spektrometru s analyzatorem doby letu QqTOF (Waters, UK). Z HPLC byl veden eluent
do iontového zdroje (ESI) vyhfivaného na 120 °C. Napéti na kapilafe bylo nastaveno
na 3 kV, na vstupni stérbiné 20 V. K desolvataci dochazelo pfi 250 °C. Jako zmlzovaci
i desolvata¢ni plyn byl pouzit dusik. lonizace probihala v pozitivnim (ESI") modu
a nasledujici detekce ve FULLSCAN modu v rozsahu m/z 50-1000.

Spektra nuklearni magnetické rezonance byla zméfena na spektrometru Jeol
ECA-500 pfi frekvencich 500 MHz ('H) a 125 MHz (*C). Vzorky byly rozpustény
v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-dg) a chemické posuny byly kalibrovany na
signal DMSO-ds & 'H = 2,49 ppm, 6 "*C = 39,5 ppm.

Absorpéni spektra pfipravovanych latek byla proméfena na spektrometru Agilent
8453E UV-visible Spectroscopy System (Agilent Technologies, Inc., USA). Vzorky byly
rozpustény v DMSO a dopinény methanolem na vyslednou koncentraci 1mM
(1 % DMSO).

Fluorescenéni emisni a excitaCni spektra byla méfena na spektrofluorimetru
Hitachi F4500. Vzorky byly rozpustény v DMSO a doplnény methanolem na vyslednou
koncentraci 10uM (1 % DMSO).

4.3 Syntéza

4.3.1 7-(diethylamino)kumarin-3-karboxylova kyselina (1)

(o] (o]
piperidin,
/@\)J\H diethyl-malonat /©\/f‘\o/\ 1. NaOH, reflux 10 min /@\/ICOOH
it Althiin
/)\l OH EtOH, reflux " o o 2. konc. HCI /)\l o Yo

Schéma 11. ,,One pot“ syntéza DEAC-OH Knoevenagelovou kondenzaci s naslednou bazickou
hydrolyzou ethylesteru.

K suspenzi 4-diethylaminosalicylaldehydu (3,89 g, 20 mmol) v absolutnim EtOH (60 ml)
byl pfidan diethylmalonat (6 ml, 40 mmol) a piperidin (2 ml). Reakéni smés byla
michana za refluxu. Po 6 hodinach byl pfidan 10% NaOH (60 ml) a michani za refluxu
pokraCovalo dalSich 15 minut. Po ochlazeni a okyseleni na pH 2 pomoci
koncentrované HCI vznikla oranZzova suspenze. Pevny podil byl Zfiltrovan, promyt

vychlazenou vodou a vysuSen v exsikatoru.
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4.3.2 2-chlor-6-substituované derivaty purinu (2, 3)

Cl HN"

= N 1 N
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Schéma 12. Obecny postup pfipravy 2-chlor-6-substituovanych derivata cytokinina.

2,6-dichlor-9H-purin byl spoleéné s furfurylaminem nebo benzylaminem (1,2 ekv.), Et;N
(2,5 ekv.) michan v n-PrOH (40 ml) 4 hodiny za refluxu. Reakéni smés byla poté
vychlazena pfi 4 °C pfes noc. Vnikla pevna latka byla Zfiltrovana, promyta n-PrOH

(15 ml), vychlazenou vodou a vysusena pfi 50 °C.

4.3.3 C2-substituované prekurzory pro fluorescenéni znaceni (4-7)

1
HN’R /@\
N.*\/[N\> _FoNT N, NS
Cl)\N/ H 165°C,3h , ,Qn\ )I\ =

Schéma 13. Obecny postup pripravy C2-substituovanych derivati cytokinint.

Latka 1 nebo 2 (3,85 mmol) byla zahfivana s nadbytkem pfislusného diaminu (20 ekv.)
v tlakové ampuli 3 hodiny pfi 165 °C. Nasledné byl nadbytek aminu odstranén za
snizeného tlaku. Vznikly odparek byl rozsuspendovan ve vodé (100 ml) a pevny podil
byl zfiltrovan, promyt vodou a vysuSen pfi 50 °C. Slouceniny byly pfec€istény pomoci
sloupcové kapalinové chromatografie s mobilni fazi chloroform/methanol/amoniak
s gradientem MeOH (19:1:0-8:1:0,01).
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4.3.4 N9-substituované prekurzory pro fluorescenéni znac€eni (10-11)
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Schéma 14. Obecny postup nukleofilni substituce N9 modifikovanych purint.

terc-Butyl [2-(6-chlor-9H-purin-9-yl)ethyllkarbamat byl spole¢né s furfurylaminem nebo

benzylaminem (1,2 ekv.), Et;N (2,5 ekv.) michan v n-PrOH (17 ml) 4 hodiny za refluxu.

Reakéni smés byla zahusténa na rotaCni vakuové odparce. Vznikly odparek byl

rozsuspendovan ve vychlazené vodé a uchovan pfi 4°C pfes noc. Pevny podil byl

Zfiltrovan, promyt vychlazenou vodou a vysu$en v exsikatoru.
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Schéma 15. Deprotekce Boc-N9-substituovanych derivata cytokinint.

Vznikla slou¢enina 8 nebo 9 (0,35 mmol) byla michana v suchém DCM (2,77 ml)

30 minut pfi 0 °C za inertni atmosféry. K suspenzi byla pfikapana TFA (2,77 ml).

Vysledna reakéni smés byla michana 1 hodinu za stejnych podminek a poté zahusténa

vakuovou destilaci. Zbytky TFA byly odstranény nékolikanasobnou destilaci s MeOH

(10x 2 ml). Vznikla slou€enina 10 nebo 11 ve formé gelu byla bez purifikace a blizsi

charakterizace pouzita v dalSich reakcich.
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4.3.5 Znaceni 4-chlor-7-nitrobenzofurazanem (12-15 a 32, 33)
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Schéma 16. Obecny postup znaceni 4-chlor-7-nitrobenzofurazanem.

K suspenzi 4, 5, 6, 7, 10 nebo 11 (0,35 mmol) a NaHCO; (3,5 ekv., 7 ekv. pro 10 a 11)
v suchém MeOH (3 ml) temperované 30 minut pfi 50 °C pod inertni atmosférou byl
pfidan NBD-CI (1,2 ekv.) Vysledna reakéni smés byla ochranéna pfed svétlem,
michana 2 hodiny pfi 50 °C a poté za laboratorni teploty pfes noc. Po zahusténi
na rotaéni vakuové odparce byl tmavé rezavy pevny odparek rozsuspendovan
ve vychlazené vodé. Vznikly pevny podil byl Zfiltrovan, promyt vychlazenou vodou,
vysusSen v exsikatoru a precistén za pomoci sloupcové kapalinové chromatografie

a mobilni faze chloroform/methanol a gradientem MeOH (100:1-15:1).

4.3.6 Znaceni Rhodaminem B (16-19)

R1
o NH
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COOH b bwso, O N NL )
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Schéma 17. Obecny postup zna¢eni Rhodaminem B.
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Rhodamin B (0,208 mmol) byl spole¢né s NHS (1,04 ekv.) pfi 45 °C a pod inertni
atmosférou rozpustén v suchém MeCN (6 ml). Nasledné byl pfidan DCC (1,16 ekv.).
Reakéni smés byla ochranéna pred svétlem a michana pfi 45 °C 1 hodinu a poté
za laboratorni teploty pfes noc. Vznikla suspenze byla Zfiltrovana, pficemz byl pevny
podil promyt suchym MeCN. Filtrat byl zahustén na rotaéni vakuové odparce.

Vznikly tmavé zeleny odparek s kovovym odleskem byl rozpustén v suchém MeCN
(4 ml) a pfikapan do roztoku aminu 4, 5, 6 nebo 7 (1 ekv.) v Na/K uhli¢itanovém pufru
pH 8,6 (2 ml) a DMSO (2 ml). Reakéni smés byla za temna michana 4 hodiny
pfi laboratorni teploté a poté vychlazena pfi 4 °C. Vznikla pevna latka byla Zfiltrovana,
promyta 5% NaHCOj;, vychlazenou vodou a vysu$ena v exsikatoru do konstantni

hmotnosti.

4.3.7 Znaceni kumarin-3-karboxylovou kyselinou (20-23)

o}
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Schéma 18. Obecny postup znaceni kumarin-3-karboxylovou kyselinou.

Po rozpusténi kumarin-3-karboxylové kyseliny (0,208 mmol) a NHS (1,04 ekv.)
v suchém MeCN (6 ml) pfi 45 °C pod inertni atmosférou byl do vzniklého roztoku
pfidan DCC (1,16 ekv.). Reakéni smés byla za temna michana pfi 45 °C 1 hodinu
a nasledné za laboratorni teploty 18 h. Vytvofeny pevny podil byl zfiltrovan a promyt
suchym MeCN. Poté byl filtrat pomoci vakuové destilace zakoncentrovan.

Vznikly bily pevny odparek rozpustény v suchém MeCN (2 ml) byl pfikapavan
do roztoku aminu 4, 5, 6 nebo 7 (1 ekv.) v Na/K uhli¢itanovém pufru pH 8,6 (2 ml)
s DMSO (1 ml) a ochranén pfed svétlem byl michan 4 hodiny za laboratorni teploty.
Reakéni smés byla nasledné vychlazena pfi 4 °C. Pevny podil byl Zfiltrovan, promyt
5% NaHCOg3;, vychlazenou vodou, vysuSen v exsikatoru a nasledné byl precistén
pomoci sloupcové kapalinové chromatografie s mobilni fazi chloroform/methanol
a gradientem MeOH (100:1-15:1).
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4.3.8 Znaceni 7-(diethylamino)kumarin-3-karboxylovou kyselinou (24-27)
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Schéma 19. Obecny postup znaceni 7-(diethylamino)kumarin-3-karboxylovou kyselinou.

Do roztoku 7-(diethylamino)kumarin-3-karboxylové kyseliny (0,208 mmol) a NHS
(1,04 ekv.) v suchého MeCN (6 ml) byl pfi 45 °C pod inertni atmosférou pfidan DCC
(1,16 ekv.). Vznikla reakéni smés skryta pfed svétlem byla michana pfi 45 °C po dobu
1 hodiny a poté za laboratorni teploty pfes noc. Nasledné byla vznikla suspenze
Zfiltrovana, promyta suchym MeCN a filtrat byl zakoncentrovan na rotaéni vakuové
odparce.

Roztok vzniklého odparku v suchém MeCN (3 ml) byl pfikapavan k aminu 4, 5, 6
nebo 7 (1 ekv.) v Na/K uhli¢itanovém pufru pH 8,6 (2 ml) a DMSO (2ml). Reakéni smés
byla michana za temna a laboratorni teploty 18 h. K suspenzi byla pfidana voda (1 ml).
Poté byla suspenze vychlazena pfi 4 °C, Zfiltrovana, promyta 5% NaHCO;
a vychlazenou vodou. Pevny podil byl vysuSen v exsikatoru a nasledné byl precistén
prostfednictvim  sloupcové  kapalinové  chromatografie s  mobilni  fazi
chloroform/methanol a gradientem MeOH (100:1-15:1).

4.3.9 Znaceni dansyl chloridem (28-31)

N7 | N\>
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) H H
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4,5, 6 nebo 7, EtsN OO
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N /N\
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R’ W,
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PN

Schéma 6. Obecny postup znaceni dansyl chloridem.

Suspenze aminu 4, 5, 6 nebo 7 (0,36 mmol) v Et;N (2 ekv.), suchém MeOH (0,4 ml)

a suchém DCM (3 ml) byla pod inertni atmosférou pfikapavana do roztoku dansyl
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chloridu (1,5 ekv.) v suchém DCM (2 ml). Pfed svétlem chranéna reakéni smés byla
michana za laboratorni teploty 18 h. Po zakoncentrovani na rota¢ni vakuové odparce
byl odparek rozsuspendovan ve vychlazené vodé. Vznikly pevny podil byl Zfiltrovan
apromyt 5% NaHCOj;, vychlazenou vodou, vysuSen v exsikatoru a nasledné
i pfeCistén pomoci sloupcové kapalinové chromatografie s mobilni fazi

chloroform/methanol a gradientem MeOH (100:1-15:1).

4.4 Kompeticni (ligand-vazebny) test

Substratova specifita cytokininovych receptord na vybrané slouceniny byla zjiSténa
pomoci kompeti¢niho (ligand-vazebného) testu podle modifikovaného protokolu
dostupného na serveru Aesculab (Aesculab 1). Tento test je zaloZzeny na kompetici
mezi testovanymi latkami a radioaktivné znadenym tZ ([2-°H]-tZ) o vazebna mista
na cytokininovych receptorech AHK3 nebo CRE1/AHK4 exprimovanych transgennim
kmenem Escherichia coli.

PFi pfipravé bakterialni kultury byl za sterilnich podminek ve flowboxu pfelit
potfebny objem sterilniho M9 média a k nému pfidan pro kultivaci AHK3 chloramfenikol
o vysledné koncentraci 20 pg/ml nebo pro kultivaci AHK4 ampicilin o vysledné
koncentraci 100 pg/ml. Do média s antibiotikem bylo pfidano malé mnozstvi
zamrazené zasobni kultury E. coli KMIOO1 nesouci konstrukt s genem pro cytokininovy
receptor (skladovana pfi -80 °C). Nasledovala kultivace v inkubované tfepacce
(150 rpm) pfi 25 °C pfes noc (cca 15 h). Poté bylo zméfeno OD600 na destickovém
spektrofotometru, které se pohybovalo od 0,5 do 0,7. Afinita cytokininovych receptor(
k vybranym cytokininU byla stanovena tak, Zze se do mikrozkumavek k 1 ul testovaného
cytokininu o koncentraci 20 mM rozpusténého v DMSO napipetoval 1 ml bakterialni
kultury a 2 pl [2-*H]-tZ o koncentraci 1,5 pumol/l (vysledna koncentrace 3 nmol/l).
Jako negativni kontrola byl pouzit namisto cytokininu 1 pl DMSO. Obsah
mikrozkumavky byl zvortexovan a inkubovan 30 minut pfi 4 °C. Poté nasledovala
centrifugace (8000 rpm, 4 °C, 6 min). Vznikly supernatant byl odstranén a pelet
rozsuspendovan ve 20 ul vody a pfidan 1 ml scintilaéniho roztoku. Po zvortexovani
mikrozkumavek byl pomoci scintilaCniho spektrometru Hidex 300 SL zméfen DPM
vzorkl (podet rozpadi [2-*H]-tZ za minutu). Test byl vyhodnocen pomoci kompetiénich
kfivek (zavislost specifické vazby [2-°H]-tZ (%) na koncentraci neznadenych
cytokinint (uM)) a disocia¢nich konstant (koncentrace cytokininu, pfi které doslo
k nahrazeni 50% navazaného [2-H]-tZ). V8echny vzorky byly otestovany v ramci

jednoho méfeni ve dvou opakovanich.
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5 Vysledky a diskuze

Cilem této bakalafské prace byla pfiprava knihovny fluorescenéné znacenych
aromatickych cytokinint odvozenych od Kin a BAP s dvéma typy oddalovacich fetézcu
zakon&enych aminoskupinou, ke kterym byly pfipojeny nejen komeréni fluorescenéni
znacky (NBD-CI, Rhodamin B, kumarin-3-karboxylova kyselina, dansyl chlorid),
ale i vlastné pfipravena znacka (DEAC-OH). Na rozdil od syntézy fluorescencné
znacenych derivata 4PU (Zawadzki a kol., 2010), viz kapitola 3.2, byl zvolen jiny
synteticky postup, kdy byly nejprve pfipraveny derivaty cytokinini s oddalovacim
fetézcem zakonCenym primarni aminoskupinou, na kterou byly nasledné pfipojeny

fluorofory.

5.1 Syntéza

5.1.1 7-(diethylamino)kumarin-3-karboxylova kyselina (1)

Vlastni fluorescenéni znatka DEAC-OH byla pfipravena dvoukrokovou ,one pot®
syntézou podle postupu v ¢lanku (Yin a kol., 2013), ktery sestaval z Knoevenagelovy
kondenzace a nasledné bazické hydrolyzy ethylesteru. Dosazeny vytézek 83 % byl
oproti publikaci jen nepatrné nizsi. Pfipravena latka byla bez nutnosti purifikace pouZzita

v dalSich reakcich.

~~CO0H OranZova pevna latka, vytézek 83%.

/\Nmo HPLC retenéni ¢as, Cistota (min; %): 23,13; 99,9.
ESI"-MS m/z: 262, [M+H]".

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,12 (t, J = 7,0 Hz, 6H); 3,47 (q, J = 7,0 Hz,
4H); 6,55 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 6,78 (dd, J = 9,2; 2,4 Hz, 1H); 7,62 (d, J = 9,2 Hz, 1H);
8,57 (s, 1H).
C NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 2x 12,3; 2x 44.4; 95,9; 107,1; 107,3; 110,0;
131,8; 149,4; 152,9; 157,9; 159,5; 164,5.

5.1.2 Priprava ligandt pro fluorescenc¢ni znaceni

PFi studiu krystalovych struktur vazebné domény CRE1/AHK4 v komplexu s pfirodnimi
cytokininy bylo zjisténo, Ze cytokininy zapadaji do nepolarni vazebné kapsy,
pfi¢emz postranni Ffetézec je ponofen hluboko uvnitf dutiny a purinovy skelet je
orientovan u jejiho vstupu. Z vnéjsiho pohledu Ize pozorovat dva kanaly sméfujici k C2
a N9 atomim (Obrazek 11). Z téchto duvodu byla zvolena substituce oddalovaciho

raménka pravé do téchto poloh.
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/ aR )\ N9 kanal
C2 kanal d

Obrazek 11. Detail vazebného mista AHK4/CRE1 v komplexu s BAP. aminokyseliny ve vzdalenosti do
12 A od ligandu — modré kuliky = molekuly vody, pferuSovana $eda &ara = vodikové vazby, pfima
interakce - Asp262, nepfima interakce — postranni fetézec Ser199, Tyr250 a hlavni Fetézec Leu284; Sedy
objekt = vazebna kapsa.

Pro minimalizaci stérické zabrany v poloze C2 byly vybrany dva druhy uhlikatych
oddalovacich fetézcl (kratky s dvéma a dlouhy s Sesti uhliky) zakonéené primarni
aminoskupinou, ktera umoznuje pfipojeni riznych funk&nich skupin (sekundarni aminy,
amidicka ¢&i sulfonamidicka vazba). Pro N9 pozici byl pouzit pouze dvouuhlikaty fetézec
zakoncCeny NH,-skupinou (Tabulka 4).

Tabulka 4. Prehled pripravenych ligandi pro fluorescenéni znaceni a jejich fyzikalné-chemickych

vlastnosti. 2AmEtAm — 2-aminoethylamino-, 6AmHAmM — 2-aminohexylamino-, Kin — kinetin, BAP —
Ns—benzylaminopurin, CK — cytokinin, N-Boc-2AmEt - N-Boc-2-aminoethyl-

Vytézek HPLC ESI*-MS

Latka  C2 CK N9 ] [mini% [M*HF
2 Cl- Kin H- 93 21,38/99,9 2496
3 Cl- BAP H- 91 2390/99,9 259,7
4 2AmEtAm-  Kin H- 76 9,67/99,9 2733
5  BGAMHAM- Kin H- 78 14,12/991 3294
6 2AmEtAm-  BAP H- 93  11,23/99,9 2833
7 6AmHAM-  BAP H- 54 15,07/99,6 3394
8 H- Kin  N-Boc-2AmEt- 95 22,18/99,9 3589
9 H- BAP  N-Boc-2AmEt- 85 24,28/99,9 369,0

Pfi syntéze C2 substituovanych derivatu byla vychozi latka 2,6-dichlor-9H-purin,
ze které ve dvou krocich byly pfipraveny ligandy pro fluorescenéni znaceni. Prvnim
krokem byla za mirnych podminek nukleofilni substituce C6 za pouziti malého
nadbytku pfislusného aminu a Et;N jako baze. Poté byla provedena nukleofilni
substituce C2 za vysoké teploty a tzv. ,neat® podminek s 20 ekv. diaminu. Derivaty

BAP byly podobnym zpusobem pfipraveny v diplomové praci J. Kanii (Kania, 2008),
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oproti pouzité metodologii (40 ekv. diaminu) bylo pro snadnéjSi odstranéni zvoleno
mensi nadbytek diaminu. Vytézky danych reakci byly srovnatelné. Kinetinové derivaty
byly nasyntetizovany podle metodologie v disertaéni praci V. Mika (Mik, 2012)
Zminéné derivaty byly na rozdil od publikovanych postupl precistény sloupcovou
chromatografii s vyuZitim mobilni faze chloroform/methanol/amoniak s gradientem
methanolu.

N9 substituované derivaty byly pfipraveny ve dvou krocich podle modifikovaného
protokolu v disertacni praci V. Mika. Reakci z pfedem pfipraveného 6-chlor-9-(N-Boc-
2-aminoethyl)purinu za stejnych podminek (1,2 ekv. aminu, 2,5 elv. EtsN, n-PrOH,
reflux, 4 h) vznikl C6 substituovany intermediat. Na rozdil od odchranéni N-Boc skupiny
pomoci silného ionexu (Dowex 50W X8) byla pouzita TFA v DCM (1:1) za chlazeni.

Vzniklé soli nebyly nijak pfec€istény a nasledné pouzity v dalSich reakcich.

2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9H-purin-6-amin (2)
?o Bila pevna latka, vytéZzek 93%.

N HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 21,38; 99,9.

N)\/l[N\> ESI*-MS m/z: 249,6 [M+H]".
Cl)\\N N "H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 5 (ppm): 4,63 (bs, 2H); 6,26 (s, 1H); 6,37 (s,
1H); 7,55 (s, 1H); 8,13 (s, 1H); 8,57 (vbs, 1H); 13,09 (bs, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 36,6; 107,0; 110,4; 117,8; 139,5; 141,9; 150,6;
152,1; 1562,6; 154,5.

N-benzyl-2-chlor-9H-purin-6-amin (3)

Bila pevna latka, vytéZzek 91%.
%j HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 23,90; 99,9.

SN ESI’-MS m/z: 259,7, [M+H]".

Cl)N\\Nl ”\> 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 4,64 (d, J = 5,5 Hz, 2H); 7,22
(t, J = 6,7 Hz, 1H); 7,29 -7,34 (m, 4H); 8,14 (s, 1H); 8,55-8,70 (m, 1H);

13,04 (bs, 1H).

C NMR (125 MHz, DMSO-d) 8 (ppm): 42,3; 120,6; 126,7; 2x 127,8; 2x 128,5; 135,7;

141,3; 153,2; 154,8; 160,0.

HN
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N?-(2-aminoethyl)-N°-(furan-2-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin (4);
? Bila pevna latka, vytézek 76%
HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 9,67; 99,9.
NH/Nl N\> ESI*-MS m/z: 273,3, [M+H]".
HzN\/\”)\\N N 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,66 (t, J = 6,4 Hz, 2H); 3,21
(9, J = 6,1 Hz, 2H); 4,60 (s, 2H); 6,23 (d, J = 2,4 Hz, 2H); 6,35 (q, J = 1,5 Hz, 1H); 7,52
(d, J=0,6 Hz, 1H); 7,56 (s, 1H); 7,65 (s, 1H); -NH, a -N9 nepozorovany.
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 36,4; 41,4; 44,7; 106,4; 110,3; 112,6; 135,4;
141,5; 152,4; 153,5; 153,9; 159,4.

N?-(6-aminohexyl)-N°-(furan-2-ylmethyl)-9H-purin-2,6-diamin (5)

— Bila pevna latka, vytéZzek 78%.

§\O HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 14,12; 99,1.

. ESI*-MS m/z: 329,4, [M+H]".
HzN\/\/\/\H)\\N ' ”\> 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,30 (m, 7H); 1,49
(m, 2H); 3,19 (q, J = 6,7; 13,5 Hz, 4H); 4,61 (bs, 2H); 6,21 (d,

J = 2,8 Hz, 2H); 6,34-6,35 (m, 1H); 7,52 (d, J = 0,9 Hz, 2H); 7,64 (s, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 26,3; 26,6; 29,4; 33,4; 41,1; 41,6; 106,4;
110,3; 135,3; 141,5; 153,6; 153,9; 159,3.

HN

N?-(2-aminoethyl)-N°-benzyl-9H-purin-2,6-diamin (6)
Bila pevna latka, vytéZzek 93%.
@ HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 11,23; 99,9.
), ESIMS m/z: 283,3, [M+H]".
HZN\/\”)N\\N ! H\> 'H NMR (500 MHz, DMSO-d¢) 5 (ppm): 2,58 (t, J = 6,4 Hz, 2H); 3,14
(q, J = 6,1 Hz, 2H); 4,57 (bs, 2H); 6,12 (s, 1H); 7,15 (dd, J = 7,3 Hz,
1H); 7,24 (dd, J = 7,5 Hz, 2H); 7,30 (d, J = 7,0 Hz, 2H); 7,60 (s, 1H); 7,65 (bs, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 41,4; 42,0; 45,3; 127,0; 2x 127,8; 2x 128,6;
135,7; 141,3; 153,77; 154,22; 159,44,

HN

N?-(6-aminohexyl)-N®-benzyl-9H-purin-2,6-diamin (7)
Bila pevna latka, vytéZzek 54%.
@ HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 15,07; 99,6.
1, ESI'-MS m/z: 339,4, [M+H]".
HzN\/\/\/\HlN' H\> 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,31 (m, 6H); 1,49 (s,
2H); 2,92 (q, J = 6,1; 12,7 Hz, 2H); 3,19 (q, J = 6,4; 13,7 Hz,

HN
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2H); 4,65 (bs, 2H); 6,19 (s, 1H); 7,22 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 7,30 (t, J = 7,49 Hz, 2H); 7,34
(d, J = 7,3 Hz, 2H): 7,66 (s, 1H); 7,73 (bs, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-de) 8 (ppm): 26,3; 26,6; 29,4; 33,4; 41,1; 41,6; 42,6; 112,6;
126,3; 2x 127,2; 2x 128,0; 135,1; 140,8; 152,3; 154,2; 159,4.

terc-butyl(2-(6-((furan-2-ylmethyl)amino)-9H-purin-9-yl)ethyl)karbamat (8)

= Bila pevna latka, vytéZzek 95%.
§o HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 22,18; 99,9.
NHN\ ESI-MS m/z: 358,9, [M+H]".
'N/ N\> 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,07 (s, 2H); 1,29 (s, 9H); 4,18
8 TL (t, J = 5,8 Hz, 2H), 4,67 (bs, 2H), 6,20 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 6,34 (q,
HNT( =1,6 Hz, 1H), 6,96 (t, J = 5,7 Hz, 1H), 7,52 (d, J = 0,9 Hz, 1H), 8,03

(s, 1H), 8,13 (vbs, 1H), 8,21 (s, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3x 28,1; 36.4; 39,8; 42,8; 77,8; 106,6; 110,4;
119,0; 140,9; 141,8; 149,1; 152,1; 153,1; 154,1; 155 5.

terc-butyl(2-(6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl)ethyl)karbamat (9)

Bila pevna latka, vytéZzek 85%.
@ HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 24,28; 99,9.
AN . ESI*-MS m/z: 369,0, [M+H]".
NN
'N/ N> 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,29 (s, 9H), 3,30-3,33 (m

2H); 4,17 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 4,69 (bs, 2H); 6,96 (t, J = 5,7 Hz, 1H);
i s 719 (t, J = 7,2 Hz, 1H); 7,28 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 7,32 (d, J = 7,3 Hz,

2H); 8,02 (s, 1H); 8,17 (s, 1H): 8,27 (bs, 1H).

®C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3x 28,1; 40,2; 42,8; 77,7; 119,2; 126,5:

2x 127,1: 2x 128,1: 140,2; 140,8; 149,0; 152,1; 154,2: 1555; -CHs, z benzylu

nedetekovana.

5.1.3 Priprava fluorescenéné znacenych aromatickych cytokinint

Tato bakalarska prace navazuje na bakalarskou praci K. Kubiasové (Kubiasova, 2012)
a disertacni praci V. Mika, které byly zaméfeny na pfipravu fluorescenéné znacenych
derivatd NP-isopentenyladeninu. Knihovna téchto latek byla dopln&na o aromatické
derivaty cytokinind, BAP a Kin, pficemz bylo celkem pfipraveno 20 latek C2-
substituovanych (Tabulka 5) a 2 N9-substituované (Tabulka 6). Derivaty BAP byly
vybrany z divodu vysSi metabolické stability, jelikoz samotny BAP je obtizné, ne-li

vubec, degradovatelny cytokinindehydrogenasami z A. thaliana (Galuszka a kol.,
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2007). Bylo zjisténo, Ze kinetin ovliviiuje kromé rostlinnych bunék i burnky ZivocCiSné,
zejména jejich senescenci. U hmyzu Zaprionus paravettiger, jejichz strava obsahovala
pfidavek kinetinu, bylo pozorovano prodlouzeni délky Zivota doprovazené zvySenou
specifickou aktivitou katalasy a snizeni schopnosti reprodukce (Sharma a kol., 1997).
Kinetin také oddaluje nastup projevl starnuti lidskych fibroblastd, jako jsou
morfologické zmény, bunééna velikost, rychlost rlistu, uspofadani cytoskeletu a dalsi
(Rattan a Clark, 1994).

Tabulka 5. Prehled pripravenych C2-substituovanych fluorescenéné znacenych cytokinint a jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti. K — 2-aminoethylamino-, D — 2-aminohyxylamino-, CK — cytokinin, Kin
— kinetin, BAP - Nﬁ-benzylaminopurin, NBD -7-nitrobenzofurazan-4-yl, Rhodamin — Rhodamin B
karboxylat, Kumarin-K — kumarin-3-karboxylat, DEAC - 7-(diethylamino)kumarin-3-karboxylat.

Spektralni vlastnosti

Vytézek HPLC  ESI*-MS

Latka C2 CK F [%] [min/%] [M+H] UVmax AeMpax A€Xmax

[nm] [nm] [nm]
12 K . 61 2147/990 4364 465 335 287 516 463
13 D < o 80 2422/97,3 4925 464,335 290 526 466, 333, 288
4 Ko 2 56 2335/955 4464 473,335 288 517 464
15 D o 66 2542/997 5025 465,334,291 526 464
16 K o o 67 3220/980 697,8 547 566 545
17 D X E 67 3458/94 7539 547 566 545
18 K g 8 74 3333/991 707,9 547 566 544
19 D © ¥ 71 3610/986 7640 545 566 545
20 K o 85 2145/987 4454 291 - -
21 D < £ 8 2532/960 5015 292 405 290
2 K g E 88 2328/997 4555 291 - -
23 D @ ¥ 90 2663/982 5116 291 406 291
24 K . 70 2525/999 5166 419,288,256 464 416, 285, 259
25 D < Q 85 2803/999 5727 420,288,256 465 416,285, 259
26 K o (& 65 2650/999 5266 421,287,255 464 417,284, 261
27 D @ 64 28,85/99,9 5827 421,287,255 464 416, 284, 261
28 K 65 2330/997 5066 334,280 509 336,287,253
20 D X 3 74 2652/997 5627 331,291 507 334,287,254
0 Ko S 85 2482/992 5166 335201 509 336, 288, 254
31 D 74 2740/998 5727 335292 506 336,288, 254

Tabulka 6. Prehled pripravenych N9-substituovanych fluorescenéné znacenych cytokininti a jejich
fyzikalné-chemickych vlastnosti. K — 2-aminoethyl-, CK- cytokinin, Kin — kinetin, BAP -
Ns-benzylaminopurin, NBD — 7-nitrobenzofurazan-4-yl.

Spektralni vlastnosti

Vytézek HPLC ESI'-MS
. + uv, rem rex
o, o, M+H max max max
[%] [min /%] [ ] [nm] [nm] [nm]

32 K Kin NBD 61 21,47/99,0 4364 458, 329 521 456, 326, 269
33 K BAP NBD 74 27,40/99,8 5727 457, 331 520 457, 330, 271

Latka N9 CK F

43



Syntetické postupy pfi fluorescenénim znaceni aromatickych cytokinind vychazi
z metodologie pouzité pro znaceni derivatd iP - Rhodamin B, kumarin-3-karboxylova
kyselina, DEAC-OH (Meng a kol., 2007). Pro zlepSeni rozpustnosti vychozich ligandl
byl do reakéni smési pfidan DMSO. Karboxyskupina fluoroford byla aktivovana
NHS v pfitomnosti DCC. Vznikly N-hydroxysukcinimidylovy ester byl v bazickém
prostfedi pfipojen k cytokininovym ligandim. PFi porovnani vytézka bylo dosazeno
nizSich vytézkl u rhodaminovych derivatd v priméru 70% (témeéf kvantitativnich),
zatimco u kumarinovych derivat kolem 90 % (kratky ,linker‘92%, dlouhy 43%). Navic
byly syntetizovany derivaty s DEAC fluoroforem, pfiemz se vytézky reakci pohybovaly
v rozmezi od 65 do 85 %.

PFi znaceni NBD-CI bylo pouzito oproti publikovanym postupim vétSi mnozstvi
reakénich &inidel, byla prodlouzZena reakéni doba (michani za laboratorni teploty pfes
noc) a upraveno zpracovani reakéni smeési, coz vedlo k vytézkim 60-80%. Latka 12
byla pravdépodobné pfipravena v diplomové praci M. Tkace (Tkac, 2014), ale z divodu
nedostateéné charakterizace a interpretace dat (pouze 'H NMR spektrum) nelze
jednoznacné Fici, Zze se jedna o stejnou latku. V pfipadé N9 isomer( bylo pouzito
dvojnasobné mnozstvi NaHCOg, jelikoz byly vychozi aminy ve formé TFA soli.

Derivaty oznacené dansylem byly nasyntetizovany podle zcela jiného protokolu.
Zatimco iP derivaty byly pfipravovany v DMSO a NaHCO; (3 ekv.) jako bazi, pomoci
nové metodologie vyuzivajici organickou bazi Et;N (2 ekv.) v nepolamim DCM byly
ziskany latky s relativné vysokym vytézkem 65-85 %.

Vzniklé latky byly zcharakterizovany pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych
metod: spektroskopicka Cistota - HPLC-UV/VIS, molekulova hmotnost — QqTOF,
struktura latek — 'H a C NMR (popfipadé 2D experimenty — HMQC, HMBC)
a spektralni vlastnosti - absorpéni i fluorescencéni spektra. U rhodaminovych derivata
nebyla vyhodnocena uhlikova spektra, jelikoz slou¢eniny obsahuji vice nez 40 uhlikd
apfi pouziti standartni metody pro méfeni '*C spekter nebyly v&echny uhliky
detekovany. Pro jejich vyhodnoceni bude nutno zoptimalizovat relaxaéni Casy.

PFi méfeni fluorescenénich spekter bylo zjisténo, Ze pfipravené fluorescenéni latky
s kratkym oddalovacim raménkem vykazovaly niZsi relativni intenzitu fluorescence.
Latky 12 a 14 mély velmi nizkou intenzitu fluorescence a 20 a 22 nebyly fluorescenéni
vubec, tento jev je pravdépodobné zplsoben kratkym oddalovacim fetézcem
a blizkosti purinového skeletu, coz ma pravdépodobné za nasledek eliminaci energie

excitovaného elektronu prostfednictvim nezafivého pfechodu.
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N°-(furan-2-ylmethyl)-N*-(2-((7-nitroisobenzofuran-4-yl)amino)ethyl)-9H-purin-2,6-
diamin (12)
?O Hnéda pevna latka, vytéZzek 61%.
HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 21,47; 99,0.

oo NA\JEN\> ESI*-MS m/z: 436,4, [M+H]".

! H

Njij“x/\”)m N 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,53 (s, 2H).
OoN 3,61-3,62 (m, 2H); 4,60 (bs, 2H); 6,22 (s, 1H); 6,34 (s, TH);

6,62 (bs, 2H); 7,51 (s, 1H): 7,73 (bs, 2H); 8,61 (vbs, 1H); 9,62 (bs, 1H), 12,27 (bs, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36,1; 40,1; 43,5; 99,47; 106,5; 110,4; 113,4;
120,7; 135,5; 138,2; 141,7; 144,2; 144 5; 145,5; 151,7; 153,4; 154,3; 159,1.

N°-(furan-2-ylmethyl)-N*-(6-((7-nitroisobenzofuran-4-yl)amino)hexyl)-9H-purin-2,6-
diamin (13)
?O Hnéda pevna latka, vytéze: 80%.
HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 24,22; 97,3.

HN
on NA\J[N\> ESI-MS m/z: 492,5, [M+H]".
NUN\/W\”)%N N 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,32-1,37
OaN (m, 4H); 1,48-153 (m, 2H); 1,63-1,69 (m, 2H);

3,20 (q, J = 6,4; 13,1 Hz, 2H); 3,43 (bs, 2H); 4,59 (vbs, 2H); 6,20 (s, 1H); 6,24 (bs, 1H);
6,33 (t, J = 2,5 Hz, 1H); 6,36 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 7,50 (s, 2H); 7,63 (s, 1H); 8,48
(d, J = 8,9 Hz, 1H); 9,55 (s, 1H); 12,14 (bs, 1H).

¥C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2x 26,3; 27,6; 29,3; 36,2; 41,0; 43,3; 99,0;
106,4; 110,3; 113,0; 120,4; 135,1; 137,9; 141,5; 144,1; 144.4; 1451; 152,2; 153,5;
154,0; 159,3.

Nf-benzyl-N*-(2-((7-nitroisobenzofuran-4-yl)amino)ethyl)-9H-purin-2,6-diamin (14)

Oranzova pevna latka, vytézek 56%.
%j HPLC retenéni €as, Cistota (min; %): 23,35; 95,5.

N ESI-MS miz: 46,4, [M+H]'.
- Z N
‘O N\)\/I[\> "H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 3 (ppm): 3,45-3,51 (m, 2H);
Ly

3,56 (s, 2H); 4,61 (bs, 2H); 6,55 (bs, 1H); 7,17 (t, J = 7,3 Hz,
1H); 7,26 (t, J = 7,3 Hz, 2H): 7,32 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 7,72 (s, 2H); 7,85 (vbs, 1H); 8,61
(vbs, 1H); 9,60 (bs, 1H); 12,27 (bs, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 38.9; 42,6; 43,4; 99,4; 113,5; 120,7; 126,4;
2x 127,2; 2x 128,1; 135,3; 138,1; 140,6; 144,1; 144,4; 145,4; 151,7; 154,4; 159,1.

45



Nf-benzyl-N*-(2-((7-nitroisobenzofuran-4-yl)amino)hexyl)-9H-purin-2,6-diamin (15)

HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 25,42; 99,7.

. ESIMS m/z: 502,5, [M+H]",

Njijrnwu SN 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,30-1,34 (m,
4H); 1,46-1,49 (m, 2H); 1,62-1,68 (m, 2H); 3,18 (q,

J = 6,6 Hz, 2H); 3,42 (s, 2H); 4,60 (bs, 2H); 6,19 (s, 1H); 6,35 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 7,15

(t, J=7,2 Hz, 1H); 7,24 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 7,31 (d, J = 7,0 Hz, 2H); 7,63 (s, 1H); 7,68

(vbs, 1H); 8,47 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 9.54 (s, 1H); 12,12 (bs, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2x 26,3; 27,6; 29,3; 41,0; 42,6; 43,3; 99,0;

112,8; 120,4; 126,3; 2x 127,2; 2x 128,0; 135,1; 137,9; 140,7; 144,1; 144,3; 145.1;

151,9; 154,2; 159,3.

%j Hnéda pevna latka, vytéZzek 66%.

3',6'-bis(diethylamino)-2-(2-((6-((furan-2-yImethyl)amino)-9H-purin-2-
yl)amino)ethyl)spiro[isoindolin-1,9'-xanthen]-3-on (16)
o Rlzova pevna latka, vytézek 67%.
B HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 32,20; 98,0.
H'L)'J\N/i’qH ESI'-MS m/z: 697,8, [M+H]".
O O_//N>H:N 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,04 (t, J = 6,7 Hz,
N 12H); 2,97 (s, 2H); 3.27 (d, J = 6,7 Hz, 10H); 4,51 (bs, 2H);
o~ O . O A~ 6,09 (vbs, 1H); 6,19 (s, 1H); 6,29-6,35 (m, 7H); 6,97-6,98
P g (m, 1H); 7,48-7,49 (m, 4H); 7,61 (s, 1H); 7,79-7,80 (m, 1H);
12,09 (bs, 1H).

3',6'-bis(diethylamino)-2-(6-((6-((furan-2-yImethyl)amino)-9H-purin-2-

yl)amino)hexyl)spiro[isoindolin-1,9'-xanthen]-3-on (17)

o RGZova pevna latka, vytézek 67%.
HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 34,58; 96,4.

HN N\ + +

Xy ESIMS miz: 753,9, [M+HT.
NH’N 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 0,98 (s, 6H);
O/’/’F 1,04 (t, J = 6,9 Hz, 12H); 1,24-1,29 (m, 2H); 2,92-2,93
O N (m, 2H); 3,06 (g, J = 6,6 Hz, 2H); 3,27 (g, J = 6,9 Hz,
O O 8H); 4,58 (bs, 2H); 6,07 (s, 1H); 6,18 (s, 1H); 6,26 (s,

N 0 N

J L 1H); 6,28 (s, 1H); 6,32 (d, J = 2,4 Hz, 2H); 6,33 (d,

J =28 Hz, 1H); 6,35 (d, J = 2,4 Hz, 2H); 7,02-7,03 (m, 1H); 7,47-7,51 (m, 4H); 7,61 (s,
1H); 7,75-7,77 (m, 1H); 12,14 (bs, 1H).
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2-(6-((6-(benzylamino)-9H-purin-2-yl)amino)ethyl)-3',6'-
bis(diethylamino)spiro[isoindolin-1,9'-xanthen]-3-on (18)
RlZova pevna latka, vytézek 74%.
HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 33,33; 99,1.
W ESI-MS m/z: 707,9, [M+H]".
O 0 Q?H 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,03 (t,
NN J = 6,7 Hz, 12H); 2,96 (s, 2H); 3,24-3,26 (m, 10H); 4,50
~ O o O i~ (bs, 2H); 6,02 (s, 1H); 6,29-6,33 (m, 6H); 6,97-6,978 (m,
P I 1H); 7,15-7,16 (m, 1H); 7,21-7,22 (m, 2H); 7,31 (d,
J=7,0 Hz, 2H); 7,47-7,48 (m, 2H); 7,60 (s, 1H); 7,64 (s, 1H); 7,79 (t, J = 3,4 Hz, 1H);
12,06 (bs, 1H).

2-(6-((6-(benzylamino)-9H-purin-2-yl)amino)hexyl)-3',6'-
bis(diethylamino)spiro[isoindolin-1,9'-xanthen]-3-on (19)
RGzova pevna latka, vytézek 71%.
HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 36,10, 98,6.
"N NS ESI-MS miz: 764,0 [M+H]'.
=N 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 0,95 (s, 6H);

OJ’/JNH 1,03 (t, J = 6,9 Hz, 12H); 1,22-1,24 (m, 2H); 2,91
s d, J = 6,4 Hz, 2H); 3,03 (d, J = 6,4 Hz, 2H):
O O 3,26 (q, J = 6,8 Hz, 8H); 4,58 (bs, 2H); 6,01 (s, 1H);

N o N
) L 6,26 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 6,32 (d, J = 8,9 Hz, 2H): 6,35

(s, 2H); 7,01-7,03 (m, 1H); 7,13-7,14 (m, 1H); 7,21-7,24 (m, 2H); 7,29 (d, J = 7,3 Hz,
2H); 7,47-7,51 (m, 2H): 7,61 (s, 1H); 7,68 (s, 1H); 7,75-7,77 (m, 1H); 12,12 (bs, 1H).

N-(2-((6-((furan-2-ylmethyl)amino)-9H-purin-2-yl)amino)ethyl)-2-oxo-2H-chromen-
3-karboxamid (20)

= Svétle oranzova pevna latka, vytézek 85%.

§\O HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 21,45; 98,7.

N'DN\\/EN ESI*-MS m/z: 445,4, [M+H]".

o NN~ A~ ”\> "H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,42 (q, J = 5,5 Hz,
© © " 2H): 3,52 (q, J = 5,5 Hz, 2H); 4,61 (bs, 2H); 6,23 (s, 1H);

6,33 (s, 1H): 6,48 (bs, 1H); 7,42 (t, J = 7,5 Hz, 1H); 7,48-7,50 (m, 2H); 7,59 (vbs, 1H);

7,65 (s, 1H):; 7,73 (t, J = 7,6 Hz, 1H); 7,97 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 8,85 (s, 2H); 12,20 (bs,

1H).
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3C NMR (125 MHz, DMSO—-ds) & (ppm): 33,3; 35,9; 40,8; 106,5; 110,4; 113,2; 116,1;
118,4; 119,0; 125,1; 130,2; 134,0; 135,3; 141,5; 147,4; 151,7; 153,5; 153,8; 156,42;
159,2; 160,3; 161,3.

N-(6-((6-((furan-2-ylmethyl)amino)-9H-purin-2-yl)Jamino)hexyl)-2-oxo-2H-chromen-
3-karboxamid (21)

HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 25,32; 96,0.

N ESI'-MS m/z,iont: 501,5, [M+H]".
N )I % 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,31 (s, 4H);

© © " 1,51 (d, J = 5,8 Hz, 4H); 3,19 (q, J = 6,1 Hz, 2H); 3,30
(9, J = 6,2 Hz, 2H); 4,61 (bs, 2H); 6,21 (s, 2H); 6,33 (s, 1H); 7,42 (t, J = 7,5 Hz, 1H);
7,47-7,49 (m, 3H); 7,62 (s, 1H); 7,72 (t, J= 7,6 Hz, 1H); 7,95 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 8,67
(t, J=5,0 Hz, 1H); 8,82 (s, 1H); 12,16 (s, 1H).
¥C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2x 26,4; 29,0; 29,3; 36,2; 41,1; 106,5; 110,4;
113,0; 116,1; 118,5; 119,1; 125,2; 130,2; 134,0; 135,2; 141,6; 147,3; 151;9; 153,6;
153,8; 154,1; 159,4; 160,5; 161,0; -CH>- z oddalovaciho raménka nedetekovana
(DMSO).

? Svétle oranzova pevna latka, vytéZzek 83%.
O

N-(2-((6-(benzylamino)-9H-purin-2-yl)amino)ethyl)-2-oxo-2H-chromen-3-
karboxamid (22)
Oranzova pevna latka, vytézek 88%.
%j HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 23,28; 99,7.

"\ ESIMS miz: 4555, [M+H]"

o H\ANJ'\?Q 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 3,38-3,40 (m, 2H);

°o o " " 348350 (m, 2H) 462 (bs, 2H) 642 (s, 1H) 716 (
J=72Hz, 1H); 7,26 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 7,34 (d, J = 7,6 Hz, 2H); 7,41-7,44 (m, 1H);
7,49 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,64 (s, 1H); 7,71-7,75 (m, 2H); 7,96 (dd, J = 7,8; 1,4 Hz, 1H);
8,82 (bs, 1H); 8,85 (s, 1H); 12,18 (bs, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 39,4; 40,8: 42,6; 113,2; 116,1; 118,4; 119,0;
125,1; 126,4; 2x 127,3; 2x 128,0; 130,2; 134,0; 135,2; 140,7; 147,4; 151,7; 153,8;
154,4; 159,3; 160,3; 161,3.
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N-(6-((6-(benzylamino)-9H-purin-2-yl)amino)hexyl)-2-oxo-2H-chromen-3-
karboxamid (23)
Svétle oranzova pevna latka, vytéZzek 90%.
@ HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 26,63; 98,2.
S ESI'-MS m/z: 511,6, [M+H]".
o H\/\/\/\ N\)NI > 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) © (ppm): 1,29 (s, 4H);
6o © 1,47-1,50 (m, 4H); 3,17 (q, J = 6,6 Hz, 2H); 3,29 (q,
J = 6,5 Hz, 2H); 4,61 (bs, 2H); 6,18 (bs, 1H); 7,16 (t, J = 7,2 Hz, 1H); 7,26 (t,
J=75Hz 2H); 7,32 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 7,41-7,44 (m, 1H); 7,49 (d, J = 8,3 Hz, 1H);
7,62 (s, 1H); 7,71-7,75 (m, 2H); 7,96 (dd, J =7,8; 1,4 Hz, 1H); 8,67 (t, J = 5,7 Hz, 1H);
8,84 (s, 1H); 12,14 (bs, 1H).
C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2x 26,3; 29,0; 29,3; 39,2; 41,1; 42,6; 112,8;
116,1; 118,5; 119,1; 125,1; 126,3; 2x 127,2; 2x 128,0; 130,2; 134,0; 134,9; 140,8;
147,2; 151,9; 153,8; 154,3; 159,4; 160,4; 161,0.

7-(diethylamino)-N-(2-((6-((furan-2-ylmethyl)amino)-9H-purin-2-yl)amino)ethyl)-2-
oxo-2H-chromen-3-karboxamid (24)
?o Zluta pevna latka, vytézek 70%.

" HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 25,25; 99,9.

o o_o N)\/EN> ESI-MS m/z: 516,6, [M+H]".
H | N
CL/I,(NWH*N/ N 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,12 (t,

J = 7,0 Hz, 6H); 3,37-3,40 (m, 2H); 3,44-3,49 (m, 6H);
4,61 (bs, 2H); 6,23 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 6,33 (t, J = 2,3 Hz, 1H); 6,47 (bs, 1H); 6,59 (d,
J =24 Hz, 1H); 6,78 (dd, J = 8,9; 2,4 Hz, 1H); 7,51 (s, 1H); 7,59 (vbs, 1H); 7,65 (s,
1H); 7,67 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 8,65 (s, 1H); 8,78 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 12,20 (bs, 1H).
¥C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 2x 12,3; 41,1; 2x 44,3; 95,8; 106,5; 107,6;
109,4; 110,0; 110,4; 113,2; 131,5; 135,2; 141,5; 147,6; 152,3; 153,5; 154,1, 157,2;
159,2; 161,6; 162,4; 1 kvartémni uhlik, -CH,- z furfurylu a -CH,- z oddalovaciho

raménka nedetekovana (DMSO).

7-(diethylamino)-N-(6-((6-((furan-2-ylmethyl)amino)-9H-purin-2-yl)amino)hexyl)-2-

oxo-2H-chromen-3-karboxamid (25)

= Zluta pevna latka, vytézek 85%.
N
? HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 28,03; 99,9.

( HN . +
rN 0._0 NN ESI"-MS m/z: 572,7 [M+H]".
\CQ;["/H\/\/\/\NJI\N/ H> 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,16
H
o)
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(t, J=7,0 Hz, 6H); 1,34-1,36 (m, 4H); 1,52-1,54 (m, 4H); 3,23 (q, J = 6,5 Hz, 2H); 3,32
(g, J = 6,6 Hz, 2H); 3,50 (q, J = 7,0 Hz, 4H); 4,64 (bs, 2H); 6,24 (d, J = 2,4 Hz, 1H);
6,27 (bs, 1H); 6,37-6,38 (m, 1H); 6,64 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 6,82 (dd, J = 9,2; 2,4 Hz,
1H); 7,54 (s, 1H); 7,57 (vbs, 1H); 7,66 (s, 1H); 7,70 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 8,64-8,68 (m,
2H); 12,20 (bs, 1H).

3C NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 2x 12,3; 2x 26,3; 29,2; 29,3; 36,2; 41,0; 2x
44 ,3; 95,8; 106,4; 107,6; 109,4; 110,0; 110,3; 113,0; 131,5; 135,0; 141,5; 147,6; 152,3;
153,6; 154,1; 157,1; 159,3; 161,8; 162,0; 1 kvartérni uhlik a -CH»>- z oddalovaciho

raménka nedetekovana (DMSO).

N-(2-((6-(benzylamino)-9H-purin-2-yl)amino)ethyl)-7-(diethylamino)-2-oxo-2H-
chromen-3-karboxamid (26)
Zluta pevna latka, vytézek 65%.
%) HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 26,50; 99,9.

" HN ESI'-MS m/z: 526,6, [M+H]".
N o.__0O N 1
r H NI)\/[ Y 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,12 (t,
= N\/\N)\N/ N
I W™ R J=69Hz 6H); 3,35-3,36 (m, 2H): 3,46 (q, J = 6,8 Hz,

6H); 4,61 (bs, 2H); 6,41 (bs, 1H); 6,59 (s, 1H); 6,78 (dd, J = 9,0; 1,4 Hz, 1H); 7,16 (t,
J=7,2Hz, 1H); 7,26 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 7,34 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 7,64 (s, 1H); 7,66 (d,
J=8,9 Hz, 1H); 7,75 (vbs, 1H); 8,64 (s, 1H); 8,76 (bs, 1H); 12,18 (bs, 1H).

¥C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2x 12,3; 41,1; 42,7; 2x 44,3; 95,8; 107,6;
109,4; 110,1; 113,1; 126,4; 2x 127,3; 2x 128,0; 131,5; 135,2; 140,7; 147,6; 151,7;
152,3; 154,5; 157,2; 159,4; 161,6; 162,3; -CH»- z oddalovaciho raménka nedetekovana
(DMSO).

N-(6-((6-(benzylamino)-9H-purin-2-yl)Jamino)hexyl)-7-(diethylamino)-2-oxo-2H-

chromen-3-karboxamid (27)

Zluta pevna latka, vytézek 64%.
%j HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 28,85; 99,9.

S "W ESI-MS m/z: 5827, [M+H]"
X
[ CQ;[(HWN l)NI,} 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,12 (t,
o : " J=7,0Hz 6H); 1,28 (s, 4H); 1,78-1,48 (m, 4H);

3,16 (q, J = 6,6 Hz, 2H); 3,27 (q, J = 6,6 Hz, 2H); 3,47 (t, J = 7,0 Hz, 4H): 4,60 (bs, 2H);
6,17 (bs, 1H); 6,60 (d, J = 2,1 Hz, 1H): 6,78 (dd, J = 9,2; 2,4 Hz, 1H); 7,16 (,
J=73Hz 1H); 7,25 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 7,32 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 7,62 (s, 1H); 7,66 (d,
J = 9,2 Hz, 2H); 8,61-8,64 (m, 2H); 12,14 (bs, 1H).
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3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2x 12,3; 2x 26,3; 29,2; 29,3; 41,1; 42,7; 2x
44 3; 95,8; 107,6; 109,4; 110,0; 112,9; 126,3; 2x 127,2; 2x 128,0; 131,5; 134,9; 141,0;
147,6; 151,8; 152,3; 154,34; 157,1; 159,4; 161,8; 162,0; -CH,- z oddalovaciho

raménka nedetekovana (DMSO).

5-(dimethylamino)-N-(2-((6-((furan-2-ylmethyl)amino)-9H-purin-2-
yl)amino)ethyl)naftalen-1-sulfonamid (28)
?o Svétle Zluta pevna latka, vytézek 65%.
N HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 23,30; 99,7.
- )N\)\/lEN\> ESI*-MS m/z: 506,6, [M+H]".

O \\S%N\/\H NN "H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 2,79 (s, 6H); 2,92
\ (9, J = 6,4 Hz, 2H); 3,24 (q, J = 6,4 Hz, 2H); 4,53 (bs, 2H);

N 6,17 (s, 2H); 6,30 (s, 1H); 7,20 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 7,48
(s, 1H); 7,51 (dd, J = 8,6; 7,6 Hz, 1H); 7,56 (dd, J = 8,6; 7,3 Hz, 1H); 7,65 (s, 1H); 8,02
(s, 1H); 8,08 (dd, J = 7,3; 0,9 Hz, 1H); 8,25 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 8,41 (d, J = 8,6 Hz, 1H);
12,17 (bs, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 36,1; 40,9; 42,4; 2x 45,0; 106,5; 110,3; 113,2;
115,0; 119,0; 123,5; 127,7; 128,3; 2x 129,0; 129,3; 135,3; 135,8; 141,5; 151,3; 153,4;
154,1; 158,8; 1 kvartérni uhlik nedetekovan.

5-(dimethylamino)-N-(6-((6-((furan-2-ylmethyl)amino)-9H-purin-2-
yl)amino)hexyl)naftalen-1-sulfonamid (29)
?o Svétle Zluta pevna latka, vytézek 74%.
HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 26,52; 99,7.
ESI*-MS m/z: 562,7, [M+H]".

(m, 4H); 1,22-1,31 (m, 4H); 2,75 (q, J = 6,5 Hz, 2H);
2,79 (s, 6H); 3,07 (q, J = 6,6 Hz, 2H); 4,59 (bs, 2H);
6,14 (s, 1H); 6,19 (bs, 1H); 6,33 (s, 1H); 7,21 (d, J = 7,3 Hz, 1H); 7,50 (bs, 2H);
7,55-7,57 (m, 1H); 7,58-7,60 (m, 1H); 7,63 (s, 1H); 7,85 (t, J = 5,7 Hz, 1H): 8,07
(dd, J = 7,3; 1,2 Hz, 1H): 8,29 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 8,42 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 12,15 (bs,
1H).

BC NMR (125 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 25,8; 26,0; 29,0; 29,1; 36,1; 40,9; 42,3; 2x
45,0; 106,4; 110,4; 112,9; 115,0; 119,1; 123,5; 127,7; 128,2; 129,0; 129,1; 129,3;
135,1; 136,1; 141,5; 151,3; 152,1; 153,6; 154,1; 159,3.

| A\
\\/ WN*\N H> 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,05-1,08
o]
e
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N-(2-((6-(benzylamino)-9H-purin-2-yl)amino)ethyl)-5-(dimethylamino)naftalen-1-
sulfonamid (30)
Svétle Zluta pevna latka, vytézek 85%.
%j HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 24,82; 99,2.

ESI*-MS m/z: 516,6, [M+H]".
)\)\/E> '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,79 (s, 6H); 2,90
(9, J=6,2 Hz, 2H); 3,22 (q, J = 6,5 Hz, 2H); 4,53 (s, 2H); 6,15
>N O (s, 1H); 7,14 (t, J = 6,6 Hz, 1H); 7,22-7,19 (m, 3H); 7,28
(d, J = 7,3 Hz, 2H); 7,51 (dd, J = 8,6; 7,3 Hz, 1H); 7,55
(dd, J = 8,6; 7,3 Hz, 1H); 7,64 (s, 1H); 7,76 (vbs, 1H); 8,01 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 8,07
(d, J=7,0 Hz, 1H); 8,25 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 8,41 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 12,16 (bs, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 40,9; 42,4; 2x 45,0; 113,0; 115,0; 119,0;
123,5; 126,3; 2x127,3; 127,7; 2x 128,0; 128,2; 2x 129,0; 129,3; 135,2; 135,8; 140,7;
151,3; 151,5; 154,3; 158,9; -CH,- z oddalovaciho raménka nedetekovana (DMSO).

N-(6-((6-(benzylamino)-9H-purin-2-yl)Jamino)hexyl)-5-(dimethylamino)naftalen-1-
sulfonamid (31)

Svétle Zluta pevna latka, vytézek 74%.
%j HPLC retencni €as, Cistota (min; %): 27,40; 99,8.

HN ESI*-MS m/z: 572,7, [M+H]".
NZ N
QUM g )\\NI 2 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 3 (ppm): 1,02-1,07

S\
O " " (m, 4H); 1,20-1,26 (m, 4H); 2,74 (q, J = 6,4 Hz, 2H);
e

2,78 (s, 6H); 3,04 (g, J = 6,7 Hz, 2H); 4,59 (bs, 2H);
6,08 (bs, 1H); 7,15 (t, J = 7.0 Hz, 1H); 7,20-7,25
(m, 3H): 7,31 (d, J = 7,3 Hz, 2H): 7,55-7,57 (m, 1H); 7,58-7,60 (m, 1H); 7,62 (s, 1H);
7,69 (s, 1H): 7,85 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 8,07 (dd, J = 7,3; 1,2 Hz, 1H); 8,29 (d, J = 8,9 Hz,
1H); 8,42 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 12,13 (bs, 1H).
BC NMR (125 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 25,8; 26,0; 29,0; 29,1; 40,9; 42,3; 42,6: 2x
45,0; 112,8; 115,0; 119,1; 123,5: 126,3; 2x 127,2; 127,7; 2x 128,0; 128,2; 129,0: 129,1;
129,3; 134,9; 136,1; 140,8; 151,3; 151,9; 154,3; 159,3.
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N-(2-(6-((furan-2-ylmethyl)amino)-9H-purin-9-yl)ethyl)-7-
nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-amin (32)

= Oranzova pevna latka, vytézek 78%.

§\O HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 21,78; 97,5.
v ESI-MS m/z: 421,4, [M+H]".
N\> 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,92 (s, 2H); 4,48 (t, J = 5,7 Hz,
8 2H); 4,65 (s, 2H); 6,17 (d, J = 2,8 Hz, 1H); 6,33-6,34 (m, 1H); 6,43 (d,
Q\NH J = 8,6 Hz, 1H); 7,51-7,52 (m, 1H); 8,12 (s, 2H); 8,17 (vbs, 1H); 8,46 (d,
ON };g J=8,9 Hz, 1H); 9,48 (s, 1H).
3C NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 36,4; 41,3; 42,8; 99,3; 106,5; 110,4; 119,1;
121,3; 137,7; 141,5; 141,7; 143,9; 144,5; 145,0; 149,2; 152,1; 153,0; 154,0.

HN

N
7

N-(2-(6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl)ethyl)-7-nitrobenzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-amin
(33)
Oranzova pevna latka, vytézek 68%.
@ HPLC retencni ¢as, Cistota (min; %): 23,88; 98,7.

N'D’%[N ESI*-MS m/z: 431,4, [M+H]".
L ¢ "HNMR (500 MHz, DMSO-d) & (ppm): 3,92 (s, 2H); 4,47 (s, 2H); 4,66 (s,
2 2H): 6,42 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 7,17-7,20 (m, 1H); 7,25-7,30 (m, 4H); 8,11 (s,
QNH 2H): 8,31 (bs, 1H); 8,45 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 9,49 (s, 1H).
o’ 3 °C NMR (125 MHz, DMSO-d5) & (ppm): 41,4; 2x 42,8; 99,3; 119,0; 121,3;
126,5; 2x 127,5; 2x128,1; 137,7; 140,1; 141,0; 144,0; 144,5; 145,0; 149,1; 152,2;

154,2.

5.2 Kompeti€ni (ligand-vazebny) test

Biologicka aktivita pfipravenych fluorescenéné znalenych sloucenin 12-33 byla
testovana v kompeti¢nim receptorovém testu na cytokininovych receptorech z A.
thaliana, konkrétné AHK3 a CRE1/AHK4. Tato bioassay je zaloZzena na soupefeni mezi
testovanou latkou o fixni koncentraci 20uM a radioaktivng znagenym tZ ([2-°H]-tZ) o
vazebné misto receptoru, pfiCemz se méfi zbytkova radioaktivita.

Z vysledkl testovani na receptorech AHK3 (Graf 2) a CRE1/AHK4 (Graf 3)
vyplyva, Zze 12-33 nevykazovaly bohuzel Zadnou afinitu k vazebnému mistu receptoru
(=100 %), zatimco v pfipadé pozitivnich kontrol do$lo k vyt&snéni [2->H]-tZ z aktivniho
mista (AHK3 — Kin 25 %, BAP 35 %, CRE1/AHK4 — Kin 4 %, BAP 9 %).
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Graf 2. Vliv testovanych latek 12-33 (20uM) na specifickou vazbu [2-*H]-tZ v kompeticnim ligand-
vazebném testu na cytokininovém receptoru AHK3 exprimovaném transformovanym kmenem E. coli.
Koncentrace pouzitych standard( Kin a BAP byla 20uM a pozitivni kontrola tZ 10uM.
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Graf 3. Vliv testovanych latek 12-33 (20uM) na specifickou vazbu [2-*H]-tZ v kompeticnim ligand-
vazebném testu na cytokininovém receptoru CRE1/AHK4 exprimovaném transformovanym kmenem
E. coli. Koncentrace pouzitych standardl Kin a BAP byla 20uM a pozitivni kontrola tZ 10uM.

Na rozdil od pfipravenych latek 12-33 interaguji néktera iP analoga s vazebnou
doménou receptoru CRE1/AHK4, napfiklad rhodaminem, FITC a kumarinem znacené

derivaty (osobni sdéleni — dosud nepublikovana data).
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6 Zaver

Tato bakalaiské prace se zabyvala syntézou fluorescenéné znacenych derivatl
aromatickych cytokininl a jejich biologickou aktivitou v ligand-vazebném testu na
cytokininovych receptorech AHK3 a CRE1/AHK4 z A. thaliana. V teoretické Casti byla
zpracovana literarni reSerSe zaméfena na cytokininy a jejich signalni drahu, malé
organické fluorofory a spojeni cytokinint s fluorescenci. V experimentalni ¢asti byla
pfipravena fluorescenéni znatka DEAC-OH a 20 C2-substituavanych a 2 N9-
substituované derivaty aromatickych cytokinint (BAP a Kin). U pfipravenych latek byla
kromé& zakladnich fyzikalné-chemickych vlastnosti zméfena také absorpéni a
fluorescenéni spektra. Z hlediska struktury je vhodnéjSi variantou pouziti delSiho
oddalovaciho fetézce, protoze v pfipadé kratkého raménka doslo k poklesu relativni
intensity fluorescence a vyzafenim energie excitovaného elektronu prostfednictvim
nezafivého prechodu.

Z vysledkl receptorovych testll vyplyva, Ze pfipravené latky 12-33 se nejsou
schopny vazat do aktivniho mista cytokininovych receptorll z A. thaliana. Ackoliv
neinteraguji s cytokininovymi receptory, mohou byt pouZity ke sledovani transportu
uvnitf organismu (bunék), studiu interakci s cytokinin-specifickymi vazebnymi proteiny

¢i s jinymi molekularnimi cili, a to jak v rostlinnych, tak i Zivo€idnych burikach.
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