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CIiLE PRACE

1. Vypracovani literarni reSerSe na téma protinddorové a biologické aktivity
purinovych derivat

2. Syntéza novych purinovych derivati — derivaty benzylaminopurin ribosidu

3. Testovani ptipravenych latek — fyzikalné-chemicka analyza latek a testovani
jejich biologické aktivity (cytokininové testy, testy cytotoxicity na nadorovych a
nenadorovych bunéénych liniich)

4. Interpretace ziskanych dat



1 UVOD

Rostlinné hormony, jejichz zakladni chemickou strukturu tvofi purin, se nazyvaji
cytokininy. Tradi¢ni pirozené se vyskytujici rostlinné cytokininy jsou N® substituované
derivaty adeninu a fadi se mezi né€ napiiklad isopentenyladenin ¢i trans-zeatin.
V soucasné dob¢ jsou vSak objevovany dalsi derivaty substituované zejména v polohach
N9 a C2, a to jak prirodniho, tak syntetického ptivodu.

Cytokininy ovlivituji v rostlinnych bunikach fadu procest, podporuji dé¢leni
a diferenciaci bung€k, jsou zodpovédné, za vétveni stonku a tvorbu postrannich pupend,
dale také oddaluji starnuti bunék (senescenci) a napomahaji k tvorbé chlorofylu.

Bylo zjisténo, ze urcité derivaty cytokininil jsou schopny pisobit cytotoxicky vici
nadorovym bunikam, avSak neovliviiovat buiiky nenddorové. Jedna skupina purinovych
derivati plisobi jako inhibitory na cyklinech zavislych proteinkinas, coz jsou latky hrajici
dualezitou roli v regulaci bunécného cyklu. Jejich aktivita je zvySena v nadorové tkdni —
inhibitory se proto testuji jako antineoplastika.

Dal8imi cytokinovymi derivaty fungujicimi ovSem na odliSném principu jsou
slouCeniny, které maji na N9 pozici navdzanou ribosu, tedy cytokininové ribosidy.
Nekteré z téchto latek jsou velmi cytotoxické pro nadorové buiky, kde zpisobuji pokles
mnozstvi ATP a navozuji ztratu permeability bunééné membrany. I nadale jsou
zkoumany dalsi latky z této skupiny a zjiStuje se také na jakém dal$im principu mohou
fungovat. Zda se, ze i malad modifikace v substituentech navazanych na purinové jadro,
muze zpusobit velké zmény v jejich biologické aktivité.

V této praci byly ptipraveny Ctyfi slouceniny jejichz zakladem je benzylaminopurin
ribosid (BAPR), synteticky cytokinin, na némz byly provedeny drobné strukturni zmény,
jejichz vysledny vliv na buiiky byl ddle zkoumén. Byla provedena fyzikalné-chemicka
analyza ptipravenych latek a jejich biologicka aktivita byla otestovana pomoci
rostlinnych cytokininovych testd. Vysledna cytotoxicita piipravenych derivati byla

testovana jak na nenadorovych, tak i na nadorovych bunéénych liniich.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Rostlinné hormony

Rostlinné hormony neboli fytohormony jsou skupina pfirozené se vyskytujicich
organickych latek, jez jsou i pii velmi nizkych koncentracich schopny ovliviiovat
fyziologické pochody v bunikach (Davies, 2010). Obecny model pisobeni hormont je, ze
se vaZzou na membranovy receptor a signal pak dale putuje do buiiky pomoci systému
druhych poslii anebo hormon sdm piimo pronikd do bunky a v cytoplazmé se vaze na
rozpustny receptor, v obou piipadech se signdl dostdva do jadra, kde zpiisobuje zménu
v expresi gent. Ackoliv se rostlinné hormony od zivocisnych v mnoha ohledech lisi
(rostliny nemaji Zlazy s vnitini sekreci a jejich hormony jsou méné specifické),
mechanismus jejich piisobeni je velmi podobny, a proto se i u rostlin pouziva pojem

hormony (Prochazka et al., 1998).

2.1.1 Déleni rostlinnych hormoni

Latky regulujici ristové a vyvojové procesy v rostlinach se obecné nazyvaji ristové
regulatory a déli se na fytohormony a dalsi latky S ristové-regulacni aktivitou. Mezi
fytohormony ftadime auxiny, cytokininy, gibereliny, kyselinu abscisovou, ethylen,
brasinosteroidy a strigolaktony (Obr. 1). Mezi dalsi skupiny latek S rastové-regulaéni
aktivitou mizeme zatadit i polyaminy, kyselinu jasmonovou, salicylovou, oligosachariny
a n€které fenolické latky, tyto latky vSak z riznych divodii nelze zatadit mezi hormony

(Prochazka et al., 1998).

HO
0 J\L
s @\/C oH " HoH
e, O oo
o 0~ "OH H N~ N H H
kyselina abscisova IAA (auxin) zeatin (cytokinin) ethylen kyselina giberelova

0=

0 B 0.0
]
= 0y__OH =
N\ o 0. 0 _o
OH

kyselina jasmonova kyselina salicylova strigol (strigolakton)

Obr. 1 Zakladni struktury rostlinnych ristovych regulatort (pfevzato z: Wani et al., 2016).
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2.1.1.1 Auxiny

Auxiny se fadi mezi hlavni z rostlinnych hormont. Podileji se zejména na dlouzivém
ristu (stimulace apikalni dominance), stimulaci buné¢ného dé¢leni a diferenciaci bunék.
Velmi casto spolupracuji s cytokininy, jejich vzajemny pomér ma za nésledek rast
ruznych ¢asti rostlinného téla. Hlavnim pfirozené se vyskytujicim se auxinem je indol-3-

octova kyselina (IAA, indole-3-acetic acid) (Obr. 1) (Lack a Evans, 2005).

2.1.1.2 Cytokininy

Cytokininy podporuji bunééné déleni a diferenciaci bunék. Pfi aplikaci na rostlinné
tkanové kultury jsou schopny spole¢né¢ s auxiny navodit bunééné déleni ¢i morfogenezi.
V tkanovych kulturach indukuji rist nadzemni ¢asti — pryti. V rostlinach jsou cytokininy
zodpovédné za tvorbu pupent a rist postrannich vyhont, tedy za vétveni stonku.
Podporou déleni bunék pomahaji také zvétSovat celkovy povrch listl, tak aby byl
odpovidajici velikosti kofenového systému. Z dalsich vlastnosti jsou cytokininy schopny
oddalovat senescenci, napomahaji k dozravani a vyvoji chloroplastt ¢i u nékterych druhti

ptispivaji k otevirani praduchu (Davies, 2010).

2.1.1.3 Gibereliny

Gibereliny stimuluji prodluzovaci rust a v zavislosti na teploté a délce dne indukuji

kveteni. Ovliviuji také procesy zahrnuté v dormanci semen a pupent (Lack a Evans,
2005).
2.1.1.4 Kyselina abscisova

Kyselina abscisova kontroluje kli¢eni semen, navozenim dormance zabraiiuje jejich
predCasnému vykli¢eni (napt. ptfi nevhodnych podminkach). Také urychluje proces

starnuti. Na rozdil od giberelini a auxind inhibuje rast do délky (Prochazka et al., 1998).

2.1.1.5 Ethylen

Ethylen je plynny hormon regulujici dozravani plodut. V semenaccich iniciuje tzv. trojnou
odezvu (triple response): epinastii, lateralni rust a inhibici elongace. TaktéZ podporuje

senescenci a opad plodu (Lack a Evans, 2005).
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2.1.1.6 Dalsi

Mezi polyaminy fadime napftiklad putrescin a spermidin. Tyto latky ovliviiuji déleni
a vyvoj bunék a také jsou zahrnuty v odpovédich na stres (Lack a Evans, 2005).

Brassinosteroidy se v rostlinach vyskytuji ve velmi malych koncentracich, ale
soucasné s dalsimi hormony se ucastni regulace rustu a diferenciace bunék (Lack a Evans,
2005).

Jasmonaty se fadi mezi rostlinné stresové hormony. Poprvé byly izolovany z rostliny
jasminu (odtud nazev). Konkrétni ptirozené latky spadajici mezi jasmonaty jsou: kyselina
jasmonova, methyl jasmonat a cis-jasmon (Raviv et al., 2013). Tyto latky hraji dulezitou
roli v obrané rostliny, mohou také inhibovat kliceni a rist bun¢k nebo podporovat
senescenci a zrani ploda (Davies, 2010).

Kyselina salicylova je sekundarnim metabolitem, jez V rostlinach funguje jako
ristova regulacni substance. Pomaha ochraiiovat nukleové kyseliny a predchazi degradaci
proteini (Amanullah et al., 2010). Stejné jako jasmonaty pusobi v rostlinach jakozto
stresovy hormon, ktery aktivuje buné¢nou odpoveéd’ na ruzné stresové faktory (Fingrut
a Flescher, 2002).

Strigolaktony jsou latky relativné nove identifikované jako rostlinné hormony. Jejich
nazev vznikl spojenim slov ,,Striga“, protoZe podporuji kli¢eni kofenovych parazitickych
rostlin, jako je naptiklad Striga spp., a ,,lakton®, nebot’ ve své struktuie obsahuji laktonové
skupiny. Jsou produkovany v kofenech a inhibuji vétveni stonku. Strigolaktony jsou
povazovany za vyhodny rostlinny metabolit, jelikoz hraji vyznamnou roli v regulaci
arbuskulédrni mykorhizy (podporuji rist symbiotickych hub). Je mozné, Ze maji 1 dalsi
funkci v komunikaci v rhizosféfe a ovliviiyji také rust a vyvoj rostlin (Xie et al., 2010;
Pollock et al., 2012).

12



2.2 Cytokininy

2.2.1 Rozdéleni

Prvni objevenou latkou ftadici se mezi cytokininy byl v 50. letech 20. stoleti
6-furfurylaminopurin oznacovany trivialnim nazvem kinetin (Obr. 2), ktery byl izolovany
z autoklavované DNA ze slediho spermatu. Tato latka se sice fadi mezi cytokininy,
nicmén¢ nevyskytuje se pfirozené v rostlinach. Takovou latkou byl az trans-zeatin (tZ)
(Obr. 2, Tab. 1), ktery byl v 60. létech 20. stoleti izolovan z nezralého endospermu
kukutice (Davies, 2010).

Postupné bylo zjisténo, Ze rostlinné cytokininy jsou derivaty adeninu, substituované
vpoloze NO. Substituentem mize byt bud isoprenoidni fetézec (mluvime pak
0 isoprenoidnich cytokininech) nebo aromaticka skupina (aromatické cytokininy)
(Davies, 2010). V rostlinach se cytokininy vyskytuji ve velmi malych koncentracich
nejcastéji ve formé volnych bazi, nukleotidd, nukleosidii nebo glukosidi (Dolezal et al.,
2007).

Pii in vitro kultivaci rostlin se vmédiich c¢asto pouziva kinetin nebo
benzylaminopurin (BAP). Benzylaminopurin byl piivodné povazovan za syntetickou
latku, ale pozdéji byl jeho derivat o-hydroxybenzyladenin (o-topolin) (Tab. 1) objeven
v listech topolu. Vykazoval vSak pouze nizkou cytokininovou aktivitu, tudiz mu nebyla
vénovana velka pozornost. Podle mista nalezu se hydroxy-derivaty benzylaminopurinu
nazyvaji topoliny a fadi se mezi aromatické cytokininy. Dnes jiz vime, Ze se tyto latky
vyskytuji v rostlinach bézné a m-topolin (Tab. 1) dokonce vykazuje jednu z nejvyssich
aktivit v biotestech (Prochazka et al., 1998).

J\/—? H4C
HN/V’AVDH

NF Nf)\ N
Ly Ty

N H I

HM

kinetin trans-zeatin

Obr. 2 Struktury latek kinetin a trans-zeatin
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Tab. 1 Struktury a nazvy ptirozené se vyskytujicich cytokinini (pfevzato z Davies, 2010)
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2.2.2 Vlastnosti cytokinini

Cytokininy se ucastni mnoha rastovych a vyvojovych procest v rostlinach, zejména
bunécného déleni. Dohromady s auxiny se mohou podilet na regeneraci rostlinnych
organu V piipadé poskozeni nebo pfi in vitro kultivaci. V zavislosti na jejich poméru
aplikovaném na rostlinny materiél se vyviji kalus, kofeny nebo nadzemni ¢ast. Pti vyssi
koncentraci cytokininii a niz8i koncentraci auxini dochazi k podpofe ristu nadzemni
Casti, naopak pfi v&tsim mnozstvi auxinti a niz§im mnozstvi cytokinind se formuji spiSe
koteny. Pii vyrovnaném a dostate¢né vysokém mnozstvi obou hormont dochazi ke
vzniku kalusu (Obr. 3) (Lack a Evans, 2005). Béhem ristu a vyvoje rostlin potlacuji
cytokininy apikalni dominanci (jsou tedy antagonisty auxint) a podporuji spiSe vétveni
stonku. Dal§imi vyznamnymi vlastnostmi je stimulace ristu a zakladani pupend,

oddalovani senescence ¢i podpora tvorby chlorofylu (Davies, 2010).

High cytokinin

SHOOTS CALLUS

/ ROOTS AND, *
. ~.SHOOTS »

CALLUS

Low cytokinin

Low auxin High auxin

Obr. 3 Indukce ristu kalusu, stonku nebo kofenli na médiich s riznym pomérem auxint
a cytokinint (pievzato z Lack a Evans, 2005)
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2.2.2.1 Biosyntéza

Cytokininy jsou nejcastéji syntetizovany v koieni a poté transportovany xylémem do
dalSich casti rostliny, avSak i jiné ¢asti rostliny jsou za uréitych podminek schopny
syntetizovat cytokininy samy. Nejvice cytokininii byva nalezeno v rychle se délicich
castech rostlin (Prochazka et al., 1998).

Biosyntéza cytokinin se d& rozdélit zvlast na biosyntézu isoprenoidnich
a aromatickych cytokininti. Isporenoidni cytokininy mohou byt syntetizovany dvoji
cestou, a to bud’ isopentenylaci volnych adeninovych nukleotidi nebo pres degradaci
tRNA (Obr. 4). Cytokininy isopentenyladenin (iP) a isopentenyladenin ribosid (iPR) jsou
syntetizovany reakci dimethylallyldifosfatu (DMAPP) a AMP (moznym substratem je
i ADP ¢i ATP) za katalyzy isopentenyltransferasou (IPT), kdy jako primarni produkt
vznikne isopentenyladenin ribosid monofosfat (iPRMP) (pfipadné di-/tri-fosfat) (Davies,
2010).

Dalsi mozna cesta je biosyntéza pomoci tRNA. Nekteré tRNA molekuly mohou
obsahovat iPR na stran¢ ptipojeni k antikodonu. Biosyntéza pak probiha pomoci tRNA-
IPT, kterd katalyzuje prvni krok v isopentenylaci adeninovych residui. Nasledna
degradace tRNA pak produkuje aktivni cytokininy, jako naptiklad: iPR, methylthio-iPR,
tZR, cis- a trans-methylthio-ZR (Davies, 2010).

Cast biosyntetické drahy u aromatickych cytokinini je nejspise podobna jako
u isoprenoidnich cytokinini. Pfesnd drdha ani naslednd pfeména na aromatické

cytokininy neni ovSem zatim ptesné¢ znama (Davies, 2010).
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OH  In oH OH (I)H (I)H OH  ln oH OH OH  OH
n=1, AMP DMAPP n=1, iPRMP
n=2, ADP n=2, iPRDP
n=3, ATP n=3, iPRTP
o o /\/k tRNA-IPT o [v)
Il Il
+ Ho—lrl’—o—IFI’—o & > + HO—P—O—P—0OH
(IJH (I)H OH  OH
DMAPP \§<
pre-tRNA isopentenylated tRNA

Obr. 4 Schéma biosyntézy isoprenoidnich cytokinint katalyzované IPT nebo tRNA-IPT (pfevzato
z Davies, 2010)
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2.2.2.2 Degradace

Pro udrZzeni homeostazy v rostlinaich je pro rostlinnou buniku dulezité kontrolovat
mnozstvi aktivnich cytokinind a jejich piebytek ptipadné odbourat. Za degradaci
cytokininti je zodpovédny enzym cytokinin oxidasa/dehydrogenasa CKX (EC 1.5.99.12).
Princip degradace spociva v odstépeni postranniho fetézce. Tento enzym je schopen
degradovat pouze baze a nukleosidové formy iSoprenoidnich cytokinind s nenasycenym
postrannim fetézcem — napf. isopentenyl adenin a trans-zeatin a jejich ribosidy. Tento
proces je nevratny. Zpusob degradace aromatickych cytokininl zlistdva stidle nezndmy
(Davies, 2010).

Dalsi mozny zpusob inaktivace cytokinind je konjugaci. Cytokininy jsou v pozicich
N’ a N° glukosylované enzymem N-glukosyltransferasou. Timto zpisobem dochazi
k produkci neaktivnich N7 a N° glukosidi. N-glukosyltransferasa dosahuje nejvyssi

aktivity s isoprenoidnimi cytokininy (Frébort et al., 2011).

2.2.2.3 Senescence

Jednou z vlastnosti cytokinind je jejich schopnost oddalovat senescenci rostlinnych
bunék. Senescenci jako takovou je mozné rozdé¢lit na mitotickou senescenci a post-
mitotickou senescenci. Mitoticka senescence nastava v okamziku, kdy se bunka piestava
délit. Tato buika se jiz dale sice délit nemulize, avSak muze jeSté urcitou dobu zit.
V ptipadé, ze vSak dochazi k bunécné smrti a Vv buiice jiZ nastavaji degeneracni procesy,
jedna se o post-mitotickou senescenci. (Davies, 2010).

Senescence u rostlin nastdva ndsledkem stresovych podminek prostredi
(vysoka/nizka teplota, sucho, nedostatek vyzivy, ...) nebo je ovlivnéna vnitinimi faktory
(stafi a stav rostliny, ristové regulatory). Mezi latky podporujici navozeni senescence se
fadi ethylen, kyselina abscisova, salicylova, jasmonaty ¢i brassinosteroidy. Naopak
senescenci oddalujicimi latkami jsou cytokininy, auxiny, gibereliny a polyaminy (Davies,
2010).

Je znamo, zZe cytokininy jsou v rostlinach schopny inhibice mitotické senescence,
avsak bylo také zjiSténo, Ze kinetin oddaluje mitotickou senescenci 1 v lidskych butikach.
Cytokininy jsou vyraznymi inhibitory listové senescence. Pfi jejich aplikaci na oddélené
a zloutnouci listy zptisobuji jejich opétovné omlazeni ¢i dokonce zezelendni. Toto se déje
jak u jednodé€loznych, tak u dvoudé€loznych rostlin. V rtiznych druzich rostlin a jejich

pletiv — byl potvrzen obraceny vztah mezi mnozstvim cytokinini a stadiem senescence,
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tedy ¢im pokrocilejsi stddium senescence, tim méné cytokinini se v rostliné nachézi.
Diky genetickym manipulacim a transgennim rostlindm mutzeme v soucasné dob¢ ziskat

stale vice dlikazl o inhibi¢nim u¢inku cytokinind na listovou senescenci (Davies, 2010).

2.2.3 Cytokininové testy

Pro hodnoceni vlivu cytokinint na rizné biologické procesy je pouzivano nékolik testt
(kalusovy, senescencni, Amaranthovy a receptorovy). Ziskané hodnoty jsou vztahovany
k aktivité vysoce aktivnich cytokinind (napi. BAP). V jednotlivych testech mohou rizné
typy a formy cytokinini vykazovat odlisSnou aktivitu. I malé zmény ve struktufe latek

mohou mit na jejich aktivitu velky vliv (Tarkowski et al., 2004).

2.2.3.1 Kalusovy biotest

Kalusovy biotest stanovuje schopnost dané testované latky pritomné v médiu indukovat
narust tabakového kalusu. Pouziva se kalus rostlin Nicotiana tabacum, jez je péstovan po
dobu ¢tyf tydnd. Poté je zméfen piirtstek Cisté vahy kalusu. Vzhledem k tomu, Ze
cytokininy podporuji déleni bunék, je u latek s cytokininovou aktivitou patrny piirtistek
na vaze kalusu. Jestlize 1atka nepiisobi jako cytokinin, k narustu kalusu nedochazi (Holub
et al., 1998).

Hydroxylace v meta pozici na benzenovém kruhu zvySuje aktivitu latek v kalusovém
biotestu. Aktivita ribosidii ovSsem obvykle nepiesahne aktivitu jejich volnych bazi (Holub

et al., 1998).

2.2.3.2 Senescencni biotest

Senescencni test méfi mnozstvi chlorofylu obvykle v listech obilnin. Po vyvinu prvniho
listu a pocatku rastu druhého se odde€li vrcholova ¢ast prvniho listu necha se 96 hodin
inkubovat ve tmé v pfitomnosti testované latky. Poté je chlorofyl extrahovan a je zmétena
absorbance extraktu pti 665 nm. V porovnani s extrakty z cerstvych listd se da zjistit jaké
mnozstvi chlorofylu bylo degradovano. Jak zndmo cytokininy zpomaluji starnuti
(senescenci) a tedy i degradaci chlorofylu, tedy ¢im vyssi cytokininovou aktivitu dana
latka vykazuje, tim mén¢ chlorofylu je degradovano (Holub et al., 1998).

Ribosidy jsou v tomto testu obvykle vyrazné aktivnéjs$i nez BAP. Urcité derivaty
benzyl adenosinu prekracuji aktivitu BAP i1 dvakrat. Jejich aktivitu zvySuje zejména

zaclenéni atomu fluoru na benzenovy kruh ¢i methoxy derivaty (Dolezal et al., 2007).
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2.2.3.3 Amaranthovy biotest

Bamberger a Mayer (1960) zjistili, ze ve tm¢ a v pfitomnosti kinetinu dochazi
v semenaccich rostliny Amaranthus retroflexus ke tvorbé cerveného pigmentu. Pfi kliceni
semen ve vodé a ve tm¢ bez pfitomnosti kinetinu se vytvofili bezbarvé semendcky, za
stejnych podminek ale v roztoku kinetinu obsahovaly semendcky Cerveny pigment, jez
byl soustied’ovan v kotyledonech.

Pozdé&ji bylo zjisténo, ze dané barvivo se nazyva betacyanin. Test probiha tak, Ze se
meéti mnozstvi vzniklého betacyaninu v hypokotylu a kotyledonech rostliny Amaranthus
caudatus péstované ve tmé (Biddington a Thomas, 1973). Barvivo betacyanin je z rostlin
extrahovano a jeho koncentrace je uréena porovnanim hodnot absorbanci pii 537 nm
a 620 nm (Holub et al., 1998).

Cytokininové volné baze v tomto testu obvykle dosahuji o néco vysSich hodnot nez
jejich odpovidajici ribosidy (potvrzeno u BAP, tZ, oT, mT). (Holub et al., 1998) Ovsem
halogenové a zejména fluoro-derivaty na benzenovém kruhu ribosidli vykazuji v tomto
testu vyssi aktivitu i nez BAP (Dolezal et al., 2007). V piipadé, ze se atom halogenu
nachazi na pozici C2 dochazi taktéz ke zvySeni cytokininové aktivity v tomto biotestu

(a obvykKle i v receptorovém) (Savelieva et al., 2018).

2.2.3.4 Receptorovy test

V genomu rostliny Arabidopsis thaliana se nachazi Sest receptorovych histidinovych
kinas: CRE1//WOL/AHK4, AHK2, AHK3, AtHK1, CKI1 a CKI2/AHKS5, z nichz tii
vykazuji vysokou homologii v aminokyselinové sekvenci, a to: AHK2, AHK3 a AHK4.
Tyto receptorové geny jsou exprimovany v kofenech, stoncich, listech i kvétech rostlin
(Higuchi et al., 2004).

Pro relativné rychlé testovani cytokininové aktivity byl vyvinut bakterialni test, kde
v bakterii E. coli jsou funkéné exprimovany cytokininové receptory AHK3 a AHK4.
Béhem testu jsou bakterie kultivovany na médiich obsahujicich zkoumanou latku. Jestlize
latka vykazuje cytokininovou aktivitu dochazi k tvorbé modrych bakteridlnich kolonii,
Vv opa¢ném piipad¢ se tvoii kolonie bilé (Suzuki et al., 2001).

Oproti volnym bazim vykazuji ribosidy nizs§i miru aktivace cytokininovych receptorii
AHK3 a AHK4. Nejaktivnéjsi v tomto testu byvaji isoprenoidni cytokininy — nejvyssi
miry aktivace u obou receptort dosahuje trans-zeatin (100 %), jeho ribosid tZR vsak
dosahuje pouhych 10 % aktivace AHK4 a 93 % u AHKS3. Dalsi z isoprenoidnich
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cytokininti — iP dosahuje u obou receptort aktivity vyssi nez 70 % (v porovnani s tZ),
jeho ribosid ale pouze 10 %. Aromatické cytokininy nemivaji obvykle pfili§ vysoké
vysledky — BAP aktivuje AHK4 ze 7 % a AHK3 z 24 %, ribosid BAPR neaktivuje AHK4
vilbec a AHK3 jen ze 4 % (Spichal et al., 2004).

2.2.4 Bunéény cyklus

Cilem bunécného déleni je rozdéleni genetické informace matefské buniky do dalSich
generaci. Bunéény cyklus se sklada z nékolika fazi: G; faze, S faze, Go faze a M faze
(Obr. 5). V S fazi (syntéza DNA) dochazi ke zdvojeni mnozstvi DNA v bunce. V M fazi
probiha mit6za a nasledn¢ i samotna cytokinese, tj. rozd¢leni bunky. S a M fazi oddéluji
tzv. gap faze (G1a Gy), V nichz se bunka na zakladé vné&jsich podminek a signalii z dalsich
bunék rozhoduje, zda postoupi do dalsi faze nebo jesté setrva v soucasné fazi. Pied
zacatkem S faze se nachdzi Gi1 faze, béhem této faize muze bunka na zékladé urcitych
podminek piejit do klidové (nedélici se) faze Go, ve které miize zlstat libovolné dlouhou
dobu (Alberts et al., 2008). Do klidové faze mohou ptejit vSechny buiiky a mohou z ni
také vystoupit, avSak kromé bunék, které jiz dosahly terminalniho stadia diferenciace, ty
v Go fazi jiz zGstavaji (Malumbres a Barbacid, 2001). Po S fazi a pted za¢atkem M faze
se naléza druha z gap fazi — G2 faze (Alberts et al., 2008).

M PHASE

'. mitosis
i (nuclear S
' division) cytokinesis
G, PHASE ‘ (cytoplasmic
M division) _ -~

INTERPHASE

S PHASE Hy FHASE

(DNA replication)
Obr. 5 Schéma buné&ného cyklu (ptevzato z Alberts et al., 2008)
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Aby vSechny faze probehly spravné, je potfeba riznych regulacnich a kontrolnich
mechanismt. Musi byt zkontrolovano naptiklad, zda bunky dosahly spravné velikosti
nebo zda je spravny pocet bunék v kazdém organu daného organismu. Rakovinné bunky
maji obvykle zmény v regulacnich mechanismech, jez vedou k neustadlému déleni
(Malumbres a Barbacid, 2001). V regulaci bunétného cyklu hraji dilezitou roli
proteinkinasy a proteinfosfatasy. Proteinkinasy jsou enzymy jez katalyzuji fosforylaci,
tedy ptenos fosfatové skupiny z ATP na postranni fetézec aminokyseliny. Naopak
proteinfosfatasy katalyzuji defosforylaci. Oba druhy enzymi se v burice vyskytuji po ¢as
celého bunécéného cyklu, avsak jsou cyklicky zapinany a vypinany — pomoci proteinti
cyklinii. Cykliny samy o sobé nevykazuji zadnou enzymatickou aktivitu, ale jejich
navazani na kinasy zpuisobuje aktivaci t€chto enyzmi (odtud nézev na cyklinech zavislé
proteinkinasy — CDK — z anglického ,,cyklin dependent proteinkinases*) (Alberts et al.,
2008).

2.2.4.1 Na cyklinech zavislé proteinkinasy

Koncentrace cyklint se béhem bunécného cyklu cyklicky méni a dochazi k tvorbé cyklin-
CDK komplext. Cykliny mizeme rozdélit do ¢tyt tiid podle funkce a faze bunééného
cyklu, ve které se vazou na CDK. Gi/S-cykliny aktivuji CDK v pozdni G; fazi a jejich
hladina klesa v S fazi, S-cykliny se vazi na CDK béhem S faze a jejich mnozstvi zistava
zvySené az do M faze. M-cykliny aktivuji CDK, jez stimuluji vstup do mitézy po G2/M
kontrolnim bodu. Ctvrta tfida cyklinti — Gi-cykliny obvykle fidi aktivity G1/S cyklint
(Alberts et al., 2008).

Bylo popsano 11 typt lidskych CDK a 9 proteinti podobnych CDK. Bunééného cyklu
se ucastni CDK1-4, CDK6, CDK10 a CDK11 (Malumbres a Barbacid, 2005). Jak jiz bylo
zminéno cykliny tvoii s CDK komplexy (Tab. 2).

Tab. 2 Tvorba komplexi cyklin-CDK (pievzato z Alberts et al., 2008)

CYKLIN-CDK KOMPLEX  CYKLIN CDK
G:—CDK Cyklin D1, D2, D3 CDK 4, CDK®6
G1/S-CDK Cyklin E CDK?2
S-CDK Cyklin A CDK 1, CDK2
M-CDK Cyklin B CDK1
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CDK4 a CDKG6 tvoii aktivni komplexy s cykliny D a ucastni se G1 faze bunééného
cyklu. Dokonceni Gi-faze a pocatek S faze kontroluje CDK2, jez je aktivovana cyklinem
E. Samotnou S fazi pak reguluje CDK1 s cyklinem A. Béhem M faze pusobi CDKI1
a cyklin B (Malumbres a Barbacid, 2001, Alberts et al., 2008).

Na cyklinech zavislé proteinkinasy hraji vyznamnou roli i pfi vzniku rakoviny. Pfi
zvysené expresi CDK nebo naopak inaktivaci urcitych inhibitortt CDK nedochézi ke
spravné kontrole a naslednému zastaveni bunécného déleni ¢i navozeni apoptosy ve
vhodnou chvili, ¢imz mtize dojit ke vzniku nadorového bujeni. Zaméfeni se na zastaveni
bunécného cyklu inhibici CDK je jednim z cild v 1écbé rakoviny (Chashoo a Saxena,
2014).

Bylo zjisténo, ze naptiklad u urcitych druht leukemii, prsnich nadort, sarkoma ¢i
gliomt dochazi k nadexpresi CDK4 a CDK6 (Obr. 6). Pfi vzniku rakoviny ma urcitou
roli 1 CDK2, jelikoz bylo zjisténo, Zze béhem vyvoje nadortt dochédzi k umlceni proteinti
p21 a p27, jez jsou inhibitory CDK2. Protein p21 je pod kontrolou p53 — tumor
supresorového genu, ktery je dulezity v kontrole poskozeni DNA. Také nadexprese
CDKI1 byla pozorovana pii rakoviné vajecnikli, naopak ztrata jeji funkce je spojena

s rakovinou plic (Malumbres a Barbacid, 2001; Chashoo a Saxena, 2014).

Hepatoma
Carcinoma
Leukemia

Point mutation R24C
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/ Ovmxpresmn
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Melanoma . Leukemia
Insulinomia Srespsaes Glioma
Sarcoma Stroma
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Glioma Hepatoma

Carcinoma
Leukemia

Leukemia
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Obr. 6 Deregulace CDK a cyklint a jeji nasledky (ptevzato z Chashoo a Saxena, 2014)
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2.2.4.2 Inhibitory CDK

Jako prvotni vyznamna skupina inhibitord CDK byla objevena purinova analoga. Jako
prvni latka zjisténd jako nespecificky inhibitor CDK1 je N°-isopentenyladenin (Obr. 7)
(ptirozeny rostlinny cytokinin), diky kterému dochazi k inhibici histon H1 kinasové
aktivity (Rialet a Meijer, 1991). Dalsim vyzna¢nym objevem byla latka s nazvem
2-(2-hydroxyethylamino)-6-benzylamino-9-methylpurin neboli olomoucin (Obr. 7).
Kinetickd analyza ukézala, Ze olomoucin funguje jako kompetitivni inhibitor vV misté pro
navazani ATP a jiz specificky puasobi inhibi¢énim efektem vici CDC2 (protein
v Schizosaccharomyces pombe homologni lidské CDK1), CDK2 a CDK5 (na CDK4 a 6
inhibi¢né neplisobi). Konkrétni inhibi¢ni koncentrace (ICsp) pro CDC2 je 7 uM, pro
CDKS5 jsou to 3 uM. Diky jeho selektivité muze byt pouzit jako anti-mitotické ¢inidlo,
jez by mohlo inhibovat urcité faze bunéného cyklu, a tedy najit uplatnéni 1 pii 1écbé
rakoviny. V duasledku téchto poznatkl byly vyvijeny dalsi inhibitory CDK vychazejici
prave ze struktury olomoucinu (Vesely et al., 1994).

Strukturni modifikace olomoucinu Vv polohach C2 a N9 vedla k objevu roscovitinu,
systematicky  2-{[(1-hydroxymethyl)propyl]amino}-6-benzylamino-9-isopropylpurin
(Obr. 7). ICso pro CDC2 u této latky je 0,45 puM. Roscovitin stejné¢ jako olomoucin
inhibuje komplex CDC2/cyklin B taktéz kompetitivni inhibici pro vazbu s ATP
(de Azevedo et al., 1997).
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Obr. 7 Struktury latek N®-isopentenyladenin, Olomoucin, Roscovitin a Olomoucin |1
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Bylo ptipraveno n¢kolik dalsich latek (bohemin, olomoucin I, purvalanol A), z nichz
nejnizsi ICso pro inhibici CDK1/cyklin B ma olomoucin 11, a to 0,02 uM. Systematicky
se olomoucin Il nazyva 6-[(2-hydroxybenzyl)amino]-2-{[1-(hydroxymethyl)propyl]-
amino}-9-isopropylpurin  (Obr. 7), oproti roscovitinu se na C6 uhliku nachazi
2-hydroxybenyzylamino skupina. V porovnani s roscovitinem vykazuje tato latka
desetkrat vyssi inhibi¢ni aktivitu. Zaroven se zvysSujicim se inhibicnim efektem souvisi
I antiproliferativni aktivita vic¢i rdznym nadorovym liniim. Ve srovnani olomoucinu
a olomoucinu 11, je u olomoucinu Il 1Cso vyrazné nizsi (i vice nez 20x) (Krystof et al.,
2002).

Bylo potvrzeno, Ze benzylaminoskupina na C6 je zodpovédna za specifickou inhibici
vici CDK, navic bylo zjisténo, ze ptidani hydroxy skupiny na benzylamino substituent
tento efekt jest¢ zvySuje. Ve vétSin¢é piipadl hydroxybenzylamino substituovana
cytokininova analoga siln¢ zvysuji inhibi¢ni efekt vici CDK1 a CDK2. Dale také ptidani
substituce v poloze N9 piispiva k sile a specificité inhibice (Malumbres a Barbacid, 2001;
Vermeulen et al., 2002).

Inhibitory CDK nemusi strukturné vychazet pouze z cytokininli. Byly objeveny
I dalsi latky inhibujici CDK. Neékteré z téchto latek jsou jiz dokonce schvalené pro
klinické testovani a pouzivané v medicing, patii mezi né napiiklad palbociclib ¢i
abemaciclib. Tyto latky funguji jako specifické inhibitory CDK4/6 a jsou uspésné
pouzivany pii 1écbé rakoviny prsu (Mayer, 2015).

2.2.5 Cytokininové ribosidy

V rostlinnych bunikach (kalusu) jsou cytokininy schopny indukovat jejich diferenciaci,
tento efekt maji 1 u zivociSnych tkani (naptiklad nadorovych). Cytokininové baze jsou
tedy schopny vyvolat diferenciaci lidskych bunéénych linii (keratinocytt ¢i nékterych
leukemickych bunéénych linii). Bylo ale zjisténo, Ze cytokininy substituované v poloze
N® ribosou — cytokininové ribosidy — pfed samotnou diferenciaci navozuji apoptosu, tedy
programovanou bunéénou smrt. Indukce diferenciace je u cytokininovych ribosidu
vyrazn¢ slabsi v porovnani s volnymi bazemi. Nékteré ribosidy jsou pro urcité bunécné
linie siln€ cytotoxické, zatimco baze vyvolavaji jejich diferenciaci (Ishii et al., 2002).
Buné¢nou smrt je mozné rozd¢lit na apoptosu a nekrosu. Zatimco k nekrose dochazi
vlivem extrémnich podminek (napf.: pfehfati, nadmérné mnozstvi cytotoxickych latek),
apoptosa casto nastava béhem diferenciace a vyvoje bun€k, pfi vyvoji imunitniho systému

¢i pii poranéni bunék, je tedy zpusobovana fyziologickymi podminkami (Mlejnek
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a Kuglik, 2000). K apoptose dochdzi vlivem aktivace kaspas, coz jsou sav¢i cysteinoveé
proteasy. Kaspasy se d¢€li do tfi skupin: prvni skupina — kaspasy 1, 4, 5, druha skupina —
kaspasy 2, 3, 7 a tieti skupina — kaspasy 6, 8, 9, 10. Apoptosy se obvykle tcastni kaspasy
z druhé a treti skupiny (Mlejnek, 2001).

Zéakladni strukturu olomoucinu, roskovitinu i olomoucinu II tvoii 6-benzylaminopurin
(BAP), jak jiz bylo zminéno BAP je jednim z nejefektivnéjSich a nejdostupnéjSich
cytokininit pouzivanych v rostlinnych biotechnologiich. Ribosid BAP — BAPR je
schopen v bunkach HL-60 (bunky akutni promyelocytické leukemie) vyvolat apoptosu.
Bylo zjisténo, Ze pii koncentraci 50 pM BAPR staci pouze 1,5 — 2 hodiny inkubace bunék
pro plny rozvoj apoptosy. Dochazi pfi tom k depleci ATP, formovani apoptickych télisek
a Stépeni DNA. Tento proces je nevratny. AvSak kratsi inkubacni doba inkubace bun¢k
v ptitomnosti BAPR by mohla mit terapeutické vyuziti pii 1é¢bé leukemie (Mlejnek
a Kuglik, 2000). V apoptose vlivem BAPR hraji dilezitou roli zejména kaspasy 3 a 9.
K indukci apoptosy mtize dochazet dvéma riiznymi cestami, prvni je pomoci receptord,
druha cesta zahrnuje mitochondrie. V piipad¢ cytokininovych derivati je vyuzivdna
mitochondrialni cesta indukce apoptosy zplsobena snizenim membranového potencialu

mitochondrii (Mlejnek, 2001).
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Obr. 8 Struktury latek iPR, KR, BAPR, 0TR a 20H3MeOBAPR (pifevzato z Voller et al., 2017)
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Byly ptipraveny dalsi derivaty BAPR a bylo provedeno testovani biologické aktivity.
Mimo jiné byla zkoumana i jejich cytotoxicita, béhem niz bylo zjisténo, Ze nejvice
toxicky na bunky lidské leukemie a MCF7 pusobi ortho-hydroxylace a fluorinace
benzyladenosinu, fluoro-derivaty jsou vsak pomérné toxické i pro normalni mysi
fibroblasty (Dolezal et al., 2007). Cytokininové baze a glukosidy vykazuji pouze nizkou
cytotoxickou aktivitu, naopak je podporovdna hypotéza, Ze substituce ribosovym
zbytkem v N9 poloze purinového kruhu je nezbytna pro protinadorové ucinky
cytokininovych derivatd. Dtlezitou podminkou pro cytotoxicitu ribosidl je ovSem jejich
fosforylace, u nefosforylovanych ribosidd nedochazi k indukci apoptosy. (Mlejnek
a Dolezel, 2005; Voller et al., 2010).

Diky své schopnosti indukovat apoptosu Vraznych néadorovych linich jsou
cytokininy potencialnimi kandidaty na 1é¢iva pii 16€bé riznych rakovinnych onemocnéni.
Byla potvrzena protinadorova aktivita iPR, KR i BAPR (Obr. 8), z nichz jako
nejaktivnéjsi vaci riznym nadorovym liniim (CEM, HL-60, HelLa, HOS, MCF7, K-562)
se prokazal byt oTR — ICsp = 0,5 — 11,6 uM (Voller et al., 2010).

Ortho-topolin ribosid vykazuje silné cytotoxické ucinky. Stejné jako BAPR a dalsi
zpiisobuje snizeni membranového potencidlu mitochondrii, dale pak uvolnéni
cytochromu c do cytosolu a taktéz aktivuje kaspasy 3 a 9. Jedna se tedy o mitochondrialni
cestu navozeni apoptosy (Wang et al., 2012).

Byla vSak objevena latka ze skupiny cytokininovych ribosidd, jez zpusobuje
apoptosu na odlisném principu nez vSechny dosud zminéné latky. Methoxyderivat latky
0TR s nazvem NO-(2-hydroxy-3-methoxybenzyl)adenosin (zkracené 20H3MeOBAPR)
(Obr. 8) indukuje bunéénou smrt bez zplisobovani ATP deplece. V testovani na
59 druzich raznych lidskych nadorovych liniich je median koncentraci pro 50% inhibici
bunécného déleni (Glsp) mensi nez 0,2 uM. Piesny molekularni mechanizmus
cytotoxické aktivity 20H3MeOBAPR je stale blize zkouman. Ukazuje se, ze i mala
zména ve struktufe latek na bazi cytokininli miZe zpisobovat velké zmény v jejim
chovani, proto se stale zkoumaji dalsi derivaty cytokininovych ribosida (Voller et al.,

2017).
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2.3 Protinadorova aktivita dalSich rostlinnych hormonu

Protinadorové vlastnosti jsou u latek izolovanych z rostlin pomérné Casté. Z ostatnich
rostlinnych hormond jiz byly popsany u strigolaktonil, brassinosteroidd, jasmonati,
kyseliny salicylové, giberelinii i indold.

Strigolaktony jsou silnymi inhibitory regenerace a zivotaschopnosti bun¢k rakoviny
prsu. V soucasné dobé je zndmo vice syntetickych analog strigolaktond nez téch
piirozené se vyskytujicich, a i tyto syntetické latky vykazuji silnou schopnost indukce
apoptosy a inhibice nadorového buné¢ného déleni (Pollock et al., 2012).

Bylo dokazano, ze brassinosteroidy jsou schopné inhibovat rust nékolika
nadorovych bunéénych linii, a naopak vyrazné¢ neovliviiovat rlist nenddorovych
bunécnych linii. Tyto latky zadrzuji bunky rakoviny prsu v Gi fazi bunécného cyklu
a dale zptisobuji jejich apoptosu (Malikova et al., 2008).

Kyselina jasmonova indukuje buné¢nou smrt v bunikach lymfoblastické leukemie
a potlacuje déleni bun€k 1 v dalSich nadorovych bunécnych liniich. Methyl jasmonat
indukuje buné¢nou smrt jak v bunikach lymfoblastické leukemie, tak i u rakoviny
prostaty, prsu i u melanomu. U poslednich tfi zminénych kyselina jasmonova pouze
potlacuje jejich rust. Methyl jasmonat je tedy vice efektivni v indukci apoptosy v lidskych
nadorovych liniich nez jeho nemethylovana forma. Ob¢ latky maji silny efekt vici
bunkam lymfoblastické leukemie, avSak neovliviiuji normalni lidské lymfocyty (Fingrut
a Flescher, 2002).

Salicylat sodny je schopen potlacit déleni bunék nebo dokonce navodit apoptosu
u n€kolika lidskych nadorovych linii. Po oSetfeni bunc¢k lymfoblastické leukemie,
rakoviny prostaty a prsu a melanomu salicylatem sodnym doslo k potlaceni jejich déleni
(Fingrut a Flescher, 2002).

Derivat giberelinii — methylester kyseliny giberelinové vykazuje in vitro a in vivo
protinadorovou aktivitu. Mezi 12 riiznymi nadorovymi liniemi dosahuje ICso hodnot mezi
0,13 a 30,28 ug/ml (Zhang et al., 2012).

Zéakladni strukturou auxini je indol. Urcité derivaty indolti prokazuji vynikajici
protinadorovou aktivitu naptiklad proti HelLa bunkdm rakoviny délozniho c¢ipku.

Hodnoty ICso zhruba odpovidaji vysledkim cis-platiny (Prakash et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

2-(1-aminoethyl)fenol— Fluorochem Ltd. (Cistota min. 95 %)
2-(aminomethyl)-4-fluorfenol— Sigma Aldrich s.r.o. (Cistota min. 99 %)
2-(aminomethyl)-4-chlorfenol — Sigma Aldrich s.r.o. (Cistota min. 96 %)
2-(aminomethyl)-5-bromfenol — Fluorochem Ltd. (Eistota min. 95 %)
6-chlorpurin ribosid — OIChemIm s.r.0. (Cistota min. 95 %)

aceton p. a. — Lach-ner, s.r.o.

NH4OH (vod. roztok 20-25%)— Lach-ner, s.r.o.
benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)fosfonium hexafluorfosfat (BOP) — Sigma
Aldrich s.r.o. (Cistota min. 97 %)

diethylether p. a. - VWR s.r.0.

DIPEA — Sigma Aldrich s.r.o. (Cistota min. 99 %)

DMF p. a. — Lach-ner, s.r.o.

ethanol p. a. - VWR s.r.0.

chloroform p. a. - PENTA s.r.0.

inosin — Fluka™ . (&istota min. 99 %)

methanol p. a. - PENTA s.r.0.

n-buthanol p. a. — Lach-ner, s.r.o.

trimethylamin — Sigma Aldrich s.r.0. (Cistota min. 99 %)

Vsechny ostatni pouzité chemikalie byly minimalné v ¢istoté p. a.

3.1.2 Pristroje

Bod tani — Biichi Melting Point B-540

Elementarni analyza — EA 1112 CHN analyzér (Thermo Finnigan)
HPLC — HPLC Beckman Gold System

MS — Tandem Mass Spectrometer Q-Tof Micro™ (Waters)
LC-HRMS systém Synapt G2-Si

NMR — JEOL 500 ECA v DMSO-ds, TMS pouzit jako interni standard
TLC — silikagel desticky 60 WF2zs4 (Merck)

Analytické vahy, vakuova rota¢ni odparka Heidolph
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3.1.3 Bunééné linie

Nadorové bunécné linie K-562 (bunky lidské chronické myeloidni leukemie) a MCF7
(lidsky karcinom prsu) pochdzi z ATCC, Rockvill, Maryland, USA.

Nenadorové bunécné linie ARPE-19 (bunky lidské sitnice), HaCaT (lidské keratinocyty)
a BJ (lidské fibroblasty) pochazeji z American Type Culture Collection (Manassas, VA,
USA).

3.2 Metody
3.2.1 Syntéza latek

3.2.1.1 Priprava latky (2R,3R,4S,5R)-2-{6-[(4-bromo-2-hydroxybenzyl)
amino]-9H-purin-9-yl}-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3,4-
diol (1)

6-Chlorpurin ribosid (457 mg, 1,6 mmol), byl v Erlenmayerov¢ baice zahtivan na 90 °C
spole¢né s 2-(aminomethyl)-5-bromfenolem (404 mg, 2 mmol) v n-buthanolu (7,5 ml),
za piitomnosti triethylaminu (TEA) (348 ul, 2,5 mmol). Reak¢éni smés byla za stalého
michani refluxovana po dobu 4 hodin pod atmosférou argonu. Reakce probihala dle
schématu 1. Po uplynuti reakéni doby bylo provedeno kontrolni TLC (mobilni faze:
CHCI3:MeOH:NH4OH 8:2:0,1). Reakéni smés byla nasledné casteéné odpafena na
vakuové rotacni odparce (VRO). Po ochlazeni byl vysrazeny produkt zfiltrovan na frité
apromyt ledovou vodou a diethyletherem. Produkt byl nasledné¢ vysuSen

a rekrystalizovan v methanolu, kde se zahiatim a naslednym ochlazenim smési, zacaly

srazet drobné krystalky. Pro zvySeni Cistoty produktu byla rekrystalizace opakovana.

Br
=
i |
Br /K > on
HN

TEA )\
90 °C, n-buthanol ] \;[N\>

HoM

Schéma 1: Reak¢ni schéma ptipravy latky 1
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3.2.1.2 Priprava latky (2R,3S,4R,5R)-2-(hydroxymethyl)-5-(6-{[1-(2-
hydroxyphenyl)ethyllamino}-9H-purin-9-yl)tetrahydrofuran-
3,4-diol (2)

Inosin (500 mg, 1,9 mmol) a BOP (975 mg, 2,2 mmol) byly vlozeny do barnky spole¢né
s DMF (10 ml), DIPEA (484 pnl, 2,78 mmol) a 2-(1-aminoethyl)fenolem (306 mg,
2,2 mmol). Reak¢ni smés byla za stdlého michani zahtivana na 55 °C po dobu 24 hodin.
Reakce probihala dle schématu 2. Nasledné€ bylo provedeno kontrolni TLC (mobilni faze:
CHCI3:MeOH 4:1). Produkt byl dvakrat precistén pomoci gradientové preparativni
chromatografie s mobilni fazi CHCl3:MeOH s gradientem od 99:1 po 9:1. Frakce
obsahujici  produkt byly zkontroloviny pomoci TLC  (mobilni faze:
CHCI3:MeOH:NH4OH 8:2:0,1), spojeny a odpateny na VRO za vzniku krystalického
produktu.

S N HLM /[\> BOPDFEA

53 °C, DMF

Schéma 2: Reak¢ni schéma ptipravy latky 2

3.2.1.3 Priprava latky (2R,3R,4S,5R)-2-{6-[(5-chloro-2-hydroxybenzyl)
amino]-9H-purin-9-yl}-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3,4-
diol (3)

V Erlenmeyerové bance byl na 90 °C zahtivan 6-chlorpurin ribosid (290 mg, 1 mmol)
spole¢né s 2-(aminomethyl)-4-chlorfenolem (200 mg, 1,3 mmol) v 5 ml n-buthanolu za
ptitomnosti TEA (220 pl, 1,6 mmol). Reak¢ni smés byla v atmosféte argonu refluxovana
po dobu 4 hodin. Reakce probihala dle schématu 3. Po kontrolnim TLC (mobilni faze:
CHCI3:MeOH: NH4OH 8:2:0,1) byla polovina smési odpafena na VRO a zbyla ¢ast byla
nasledné pienesena do lednice. VysraZeny produkt byl zfiltrovan na frité, promyt ledovou
vodou a diethyletherem. Po usuSeni surového produktu byla pro zvySeni jeho Cistoty

provedena rekrystalizace v ethanolu.
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20"C, n-buthanol

Schéma 3: Reakéni schéma ptipravy latky 3

3.2.1.4 Piiprava latky (2R,3R,4S,5R)-2-{6-[(5-fluoro-2-hydroxybenzyl)
amino]-9H-purin-9-yl}-5-(hydroxymethyl)tetrahydrofuran-3,4-
diol (4)

Byl smichan 6-chlorpurin ribosid (324 mg, 1,1 mmol) a 2-(aminomethyl)-4-fluorfenol
(200 mg, 1,4 mmol) spole¢né¢ s a TEA (247 ul, 1,8 mmol) v n-buthanolu (5,3 ml).
Reakéni smés byla michana a zahtfivana po dobu 4 hodin na 90 °C pod refluxem
v atmosféfe argonu. Reakce probihala dle schématu 4. Nasledn¢ bylo provedeno
kontrolni TLC (mobilni faze: CHClz:MeOH: NH4OH 8:2:0,1). Smés byla zahusténa na
VRO a ponechana ptes noc v lednici krystalizovat. Vzniklé krystaly byly zfiltrovany na
frité¢ a promyty ledovou vodou a diethyletherem. Pro zvyseni Cistoty byl ziskany produkt

rekrystalizovan v ethanolu.

/

OH

TEA

90 °C, n-buthanol

H5M

Schéma 4: Reak¢ni schéma piipravy latky 4
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3.2.2 Analytické metody

Cistota ziskanych produktt byla nejprve potvrzena pomoci tenkovrstevné chromatografie
na platcich silikagelu 60 WF2s4 firmy Merck v mobilni fazi CHClz:MeOH:NHs 8:2:0,1.
Chromatogram byl vizualizovan pod UV lampou a nasledné vyvolan v roztoku vanilinu.

Bod tani byl zméten pomoci bodotavku Biichi Melting Point B-540, do kterého byly
zasunuty kapilary obsahujici zkoumany vzorek.

Zméieni chromatografické Cistoty a hmotnostniho spektra latky bylo provedeno
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.
Vzorky byly rozpustény v MeOH (1 mg/ml), z toho bylo odebrano 10 pl, které byly
nastiiknuty na termostatovanou (25 °C) kolonu C18 Symmetry o délce 150 mm, priiméru
2,1 mm a porovitosti 5 um znacky Waters (mobilni faize HCOONH4:MeOH s gradientnim
pomérem od 9:1 po 1:9). Vzorky byly analyzovany pomoci Vysokouc¢inného
kapalinového chromatografu Alliance 2695 Separations Module pfipojeného k PDA2996
detektoru (Waters). Detekce probihala pfi vinové délce 210-400 nm.

Eluat z HPLC kolony byl nasledné kapilarou piiveden do hmotnostniho spektrometru
Q-TOF Micro (Waters). Prutok byl 0,3 ml/min a jako iontovy zdroj byl pouzit
elektrosprej. MS spektra byla meéfena v pozitivnim moédu (ESI+) a vyhodnocena
v programu MassLynx 4.1 Data System.

Elementarni analyza (stanoveni procentualniho obsahu C, H a N) byla urcena
spalovanim latek na pfistroji EA 1112 CHN analyzér (Thermo Finnigan). Zkoumana latka
byla navazena v Sn kelimku a nasledné byla v atmosféie kysliku pii teploté 950 °C
spalena. Plynné produkty se zachytily ve spalovacim katalyzatoru s absorpcnimi ¢inidly,
pfebytecny kyslik se zachytil ve vrstvé médi, zde se také oxidy dusiku zredukovaly na
elementarni dusik. V proudu helia dale postupovaly jiz jen N2, CO2 a H20, které se
nasledn¢ rozdé¢lily frontalni chromatografii a detekovaly se métenim tepelné vodivosti.

Pro stanoveni elementarniho slozeni vybranych piipravenych latek byla vyuzita
hmotnostni spektrometrie s vysokym rozlisenim (HRMS). Méteni bylo provedeno na
kapalinovém chromatografu Acquity UPLC® H-Class system (Waters, Milford, MA,
USA) spojeném s hybridnim tandemovym hmotnostnim spektrometrem Q-TOF Synapt
G2-Si vybaveném ionizaci typu electrosprej (ESI) (Waters MS Technologies,
Manchester, UK). Data byla zpracovana pomoci programu MassLynx v4.1. Pfipravené
latky (1 mg) byly rozpustény v 1 ml 100% methanolu, nésledné ziedéné (1:100) v 10%

methanolu a 5 ul vysledného roztoku bylo nasttiknuto na kolonu s reverzni fazi (Acquity
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UPLC® BEH C18, 1,7 um, 2,1 x 50 mm; Waters, Milford, MA, USA) pii 40°C.
V linearnim gradientu (0 min, 10% B; 0-10 min, 90% B) byly pii pritoku 0,5 ml/min
pouzity jako mobilni fize 15mM mravencan amonny (pH 4,0; A) a methanol (B).
Smichané mobilni faze byly zavedeny do detektoru diodového pole (rozsah 210-400 nm
s rozliSenim 1,2 nm) a nasledné do iontového zdroje (teplota zdroje 150 °C, desolvatacni
teplota 550 °C, kapilarni napéti 1 kV, napéti na vstupnim kuzelu 25 V). Dusik byl pouzit
jako desolvatacni plyn (1000 I/h) i plyn na vstupnim kuzelu (50 1/h) a argon byl vyuzit
jako kolizni plyn (pfi optimalizovaném tlaku 5 x 10~ mbar). Analyzy byly provadény
Vv pozitivnim modu (ESI") a sbér dat prob&hl v modu plného skenu v rozsahu 40-1200 Da
(pt1 skenovacim case 0,5 s a kolizni energii 4 eV). Pro méieni pfesné hmoty byla
provedena externi kalibrace s vyuzitim lock spray technologie a referen¢ni smési
leucin/enkefalin (50 pg/ul) ve smési acetonitril:voda (1:1) obsahujici 0,1% kys. mravenci.
Pro protonizované ionty [M+H]" byla vypoc¢tena piesna hmota a ta byla nasledné vyuzita
pro stanoveni elementarniho slozeni analyzovanych sloucenin s pfesnosti vysSi nez
1,5 ppm.

'H NMR spektra byla méfena na pfistroji JEOL 500 ECA pii frekvenci 500 MHz.
Vzorky byly pfichystany rozpuSténim pfipravenych sloucenin v deuterovaném

DMSO (DMSO-ds), jako interni standard byl pouzit tetramethylsilan (TMS).

3.2.3 Cytotoxicita latek na buné¢né linie

Cytotoxicita latek byla zkoumana na nenadorovych a nadorovych bunéénych liniich. Jako
nenadorové bunééné linie byly pouzity primarni lidské fibroblasty (BJ) a imortalizované
lidské keratinocyty (HaCaT) a bunky z lidské sitnice (ARPE-19). Cytotoxicita na
nadorovych liniich byla zjiStovana na bunéénych liniich lidské myeloidni leukemie
(K-562) a lidského karcinomu prsu (MCF7). Cilem tohoto testu je redukce barviva
resazurin na fluorescen¢ni barvivo resorufin zpiisobena metabolickou aktivitou bungk.
Bunky byly uchovavany v kultiva¢nich lahvich s DMEM médiem pti 37 °C v5 %
CO2 a 100% vlhkosti. Pro dalsi praci s bunikami bylo potfeba nejprve buriky uvolnit.
Médium bylo odsato a byl piidan trypsin (0,5 g prasec¢iho proteinu na 1 1) a EDTA
(ethylendiamintetraoctova kyselina), béhem pusobeni trypsinu byly buniky pfeneseny do
inkubatoru. Pomoci svételného mikroskopu bylo kontrolovano uvoliiovani bunék.
Uvolnéné bunky byly poté pfeneseny do zkumavky a zcentrifugovany (5 min, 1000 g).

Médium s trypsinem bylo odsato a bylo ptidano Cerstvé kultivaéni médium, ve kterém
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byly buiiky rozsuspendovany. V Biirkerové komurce byla spocitana koncentrace bunék
a dle vysledku byla buné¢na suspenze piislusné nafedéna.

Nasledné byly dané bunécné linie vysazeny do 96 jamkové mikrotitracni desticky
v objemu 80 pl (3 000 bungk). Druhy den byly pfidany testované latky (20 pl) o rizné
vysledné koncentraci, pfi¢emz maximalni koncentrace byla 50 pmol/l. Vsechny latky
byly testovany v triplikatu. Bunky byly inkubovany dalSich 72 hodin. Po skonceni
inkubac¢ni doby byl pfidan roztok resazurinu (4 mg v 16 ml 10% DMEM), tento roztok
byl zfiltrovan na 0,22 pl filtru a 10 pl bylo pfidano do jamek. Dale byly desticky
s bunikami inkubovéany po dobu 3 hodin a poté byla zmétena fluorescence pii excitacni

vlnové délce 544 nm a emisni vlnové délce 590 nm.

3.2.4 Cytokininové testy

Cytokininova aktivita byla testovdna pomoci cytokininovych biotestii (kalusového,
senescencniho a Amaranthového) a navic byl pfidan i receptorovy test. Relativni aktivita
zkoumanych latek byla vzdy vztahovana k BAP, jehoZ aktivita je pocitana jako 100 %.
Biotesty byly provedeny dle postupu popsaného Holubem et al. (1998). Ve vSech
biotestech byly zkoumané latky nejprve rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO),
nasledné byl roztok zfedén destilovanou vodou na vyslednou koncentraci 10 mol/l tak
aby findlni koncentrace DMSO v testovaném roztoku neptesdhla 0,5 procent. Pro
jednotlivé biotesty byly pfipraveny koncentrace roztoki od 10® mol/l az po 10 mol/l.
Pro kazdou koncentraci bylo provedeno pét opakovani a cely biotest byl vzdy opakovan

dvakrat.

3.2.4.1 Kalusovy biotest

Pro kalusovy biotest byl pouzit kalus Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin 38. Kalus byl
péstovan pii 25 °C ve tmé€ na modifikovaném MS médiu (v 1 litru: 4 pmol kyseliny
nikotinové, 2,4 pmol pyridoxin hydrochloridu, 1,2 umol thiaminu, 26,6 umol glycinu,
1,37 pmol glutaminu, 1,8 umol myo-inositolu, 30 g sacharosy, 8 g agaru, 5,37 pumol
kyseliny naftyloctové (NAA) a 0,5 pmol BAP). Kazdé¢ tfi tydny byl kalus pasdzovan.
Dva tydny pted samotnym biotestem byl kalus pfenesen na médium neobsahujici
BAP. Biologicka aktivita byla méfena jako pfirtstek Cisté hmotnosti kalusu po Ctyiech

tydnech kultivace v pfitomnosti zkoumané latky.
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3.2.4.2 Senescenéni biotest

Semena pSenice Triticum aestivum L. cv. Aranka byla promyta pod tekouci vodou po
dobu 24 hodin. Nasledn¢ byla vyseta na vermikulit nasdknuty Knopovym roztokem
a péstovana pii 25 °C s fotoperiodou 16/8. Po sedmi dnech, kdy prvni list byl jiz plné
vyvinut a druhy zacinal rist, byly u péti semenackl ustfizeny Spicky prvnich listh
(cca 35 mm) a byly pteneseny do mikrotitra¢ni desti¢ky, v niz kazda jamka obsahovala
150 pl roztoku zkoumané latky. Inkubace probihala 96 hodin ve tmé pii 25 °C. Nasledné
byly listy vytazeny a chlorofyl z nich byl extrahovan zahtivanim na 80 °C po dobu 10 min
v 5 ml 80% EtOH (v/v). Pfed samotnym méfenim byl objem zkoumanych vzorkii doplnén

80% EtOH na 5 ml. Absorbance byla zméfena pii 665 nm.

3.2.4.3 Amaranthovy biotest

Semena Amaranthus caudatus var. atropurpurea byla povrchové sterilizovana po dobu
10 min v 10% N-chlorbenzensulfonamidu (w/v) a nasledné¢ byla pétkrat promyta
V deionizované vodé€. Vysterilizovand semena byla umisténa na Petriho misky
s buni¢inou naséklou vodou. Kultivace probihala 72 hodin ve tmé pfi teploté 25 °C. Po
uplynuti kultiva¢ni doby byly odstranény kotinky semenacki a explantaty byly umistény
do Petriho misky obsahujici dvé vrstvy filtraéniho papiru nasadklého 1 ml inkubacniho
média obsahujicicho 10 umol NaHPO4-KH2POy4, pH 6.8, 5 umol tyrosinu a testovanou
latku. Procedura probihala pod zelenym svétlem v temné komote. Nasledovala 48hod
kultivace pti 25 °C ve tm¢. Poté byl ze vzorkli extrahovan betacyanin (zmrazenim
explantati ve 4 ml 3,33 pumol/l kysliny octové). Koncentrace betacyaninu byla urcena

jako rozdil absorbanci pfi 537 nm a 620 nm (AA = Asz7nm — As20nm).

3.2.4.4 Receptorovy test

Pro testovani aktivace receptoru AHK3 a AHK4 byl pouzit bakterialni systém E. coli
s méfenim B-galaktosidasové aktivity, ktery byl popsan Spichalem et al. (2004). Bunky
bakterie E. coli kmene KMIOO1 obsahujici plasmid pIN-I11-AHK4 nebo pSTV28-AHK3
byly kultivovany pifes noc pti 25 °C na M9 médiu obohaceném 0,1% kasaminovou
kyselinou az do doby nez opticka hustota média (ODeoo) odpovidala hodnoté€ 1. Nasledné
byla prekultura nafedéna v poméru 1:50 ve 400 pul M9 média s 0,1% kasaminovou
kyselinou a 4 ul roztoku testované latky. Kultura byla nasledn¢ kultivovana pii 25 °C, na

konci inkubac¢ni doby bylo 200 pl kultury zcentrifugovano a 100 pl supernatantu bylo
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preneseno do testovaci zkumavky obsahujici 2 pul 50 mmol/l 4-methylumbelliferyl
galaktosidu a bylo inkubovano 1 hodinu pii 37 °C. Reakce byla zastavena ptidanim 100 pl
0,2 mol/l Na,CQOz. Nésledn¢ byla zmétena fluorescence pii excitacni vinové délce 365 nm
a emisni 460 nm. Byla ur¢ena ODegoo zbyvajici kultury a B-galaktosidasova aktivita byla
spo¢itana jako nmol 4-methylumbelliferonu  x  ODege? x hl.  Vypoétend

B-galaktosidasova aktivita odpovida cytokininové aktivite.
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4 VYSLEDKY
4.1 Analyza pripravenych latek

4.1.1 Latka 1

Vytézek (teoreticky/realny): 721 mg/202 mg (28,1 %)

HPLC Cdistota: 99,7 % (bila krystalicka latka)

Sumarni vzorec: C17H18BrNsOs

M;: 452,3

MS (ESI¥, m/z): 453

Bod tani: 177,3 °C — 180,1 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 3.44 — 3.66 (m, 4H); 3.92 (d, J = 3.5 Hz, 1H);
4.10 (d, J = 3.0 Hz, 1H); 4.50 — 4.59 (m, 2H); 5.19 (d, J = 4.5 Hz, 1H); 5.36 (q, J = 4.5 Hz,
1H); 5.44 (d, J = 6.5 Hz, 1H); 5.85 (d, J = 6.0 Hz, 1 H); 6.86 (dd, J = 2.0 Hz, 1H); 6.92 —
7.0 (m, 2H); 8.16 (s, 1H); 8.29 (bs, 1H); 8.36 (s, 1H)

4.1.2 Latka2

Vytézek (teoreticky/realny): 722 mg/38 mg (5,2 %)

HPLC cistota: 95,5 % (bila krystalicka latka)

Sumarni vzorec: C1gH21Ns0s

M;: 387,4

MS (ESI¥, m/z): 388

Bod tani: 110,4 °C —113,2 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 3.46 — 3.65 (m, 6H); 3.91 (d, J = 3.5 Hz, 1H);
4.10 (q, J = 4.5 Hz, 1H); 4.55 (q, J = 5.5 Hz, 1H); 5.17 (d, J = 4.5 Hz, 1H); 5.37 (q,
J=45Hz, 1H); 5.43 (d, J = 6.0 Hz, 1H); 5.62 (bs, 1H); 5.81 — 5.87 (m, 1H); 6.67 (t,
J=7.0Hz, 1H); 6.75 (d, J = 7.5, 1H); 6.97 (t, J = 6.5, 1H); 7.23 (d, J = 6.5, 1H); 8.08
(bs, 1H); 8.12 (s, 1H); 8.35 (s, 1H)

4.1.3 Latka3

Vytézek (teoreticky/redlny): 413 mg/107 mg (25,9 %)
HPLC Cdistota: 99,1 % (bila krystalicka latka)
Sumarni vzorec: C17H18CIN5Os

M;: 407,8
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MS (ESI*, m/z): 409

Bod tani: 191,5 °C — 192,9 °C

IH NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3.47 — 3.67 (m, 3H); 3.93 (d, J = 3.5 Hz, 1H);
4.11 (g, J = 4.5 Hz, 1H); 4.53 — 4.61 (m, 3H): 5.18 (d, J = 4.5 Hz, 1H): 5.36 (g, J = 5.0 Hz,
1H); 5.45 (d, J = 6.5 Hz, 1H); 5.86 (d, J = 6.0 Hz, 1H); 6.78 (d, J = 9.0 Hz, 1H); 6.99 —
7.08 (m, 2H); 8.18 (s, 1H); 8.33 (bs, 1H); 8.38 (s, 1H)

4.1.4 Latka4

Vytézek (teoreticky/redlny): 442 mg/103 mg (23,3 %)

HPLC Cdistota: 100 % (bila krystalicka latka)

Sumarni vzorec: C17H18FNsOs

M;: 391,4

MS (ESI¥, m/z): 392

Bod tani: 172,2 °C — 175,2 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3.46 — 3.67 (m, 3H); 3.93 (d, J = 3.0 Hz, 1H);
4.11 (q,J = 3.0 Hz, 1H); 4.51 — 4.62 (m, 3H); 5.19 (d, J = 4.5 Hz, 1H); 5.36 (q, J = 4.5 Hz,
1H); 5.45 (d, J = 6.0 Hz, 1H); 5.86 (d, J = 6.0 Hz, 1H); 6.73 — 6.87 (m, 3H); 8.18 (s, 1H);
8.32 (bs, 1H); 8.37 (s, 1H)

Tab. 3 Elementarni slozeni syntetizovanych latek 2 a 4 zjisténé HRMS

. i Ptesnost .
, Ptesnd Teoreticka , Elementarni
Latka . i mDa stanoveni ., .
hmota monoisotopicka hmota sloZzeni [M+H]
(ppm)
2 388,1627 388,1621 0,6 15 C18H22Ns0s
4 392,1375 392,1370 0,5 1,3 C17H19NsOsF

Tab. 4 Elementarni analyza (C, H, N) latek 1 a 3

Latka 9% C (teoretickd/zjisténa) % H (teoreticka/zjisténd) % N (teoreticka/zjisténa)

1 45,2 % /44,4 % 4,0 %/4,0 % 15,5%/15,2%
3 50,0 % /49,4 % 4.5 %/4,5 % 17,1 %/16,8

38



4.2 Cytotoxicita latek — 1Csp

Tab. 5 Cytotoxicita pfipravenych latek

Latka Bunééna linie/ICsp (umol/L)

ARPE-19 HaCaT BJ K-562 MCF7
1 >100 12,2 0,2 50 25,8
2 >100 >50 7,3 >100 19,6
3 >100 6,1 0,32 4.8 34,7
4 >100 18,6 0,52 7,5 34,0

4.3 Cytokininové biotesty

Tab. 6 Cytokininova aktivita pfipravenych latek

Latka Amaranthovy biotest Senescencni biotest Kalusovy biotest
Optimalni Relativni Optimalni Relativni Optimalni Relativni
koncentrace  aktivita (%) koncentrace  aktivita (%) koncentrace aktivita (%)
(mol/L) (mol/L) (mol/L)

1 108 13 (£3) 106 70 (£5) 108 30 (£1)

3 104 46 (£9) 104 93 (+7) 104 63 (£3)

4 104 75 (£8) 104 99 (£5) 106 23 (3)

39



5 DISKUZE

Latky 1, 3 a 4 byly pfipraveny reakci 6-chlorpurin ribosidu a pfislusného aminu
V pfitomnosti triethylaminu a v n-buthanolu, jeZ byly nasledné zah#ivany na 90 °C (4 hod)
V pfitomnosti argonu, tento zédkladni postup pfipravy cytokininovych ribosidi byl popsan
Tarkowskou et al. (2003). Latku 2 se touto metodou nepodatilo viibec piipravit, byla tedy
syntetizovana novéj$im zpusobem popsanym Wanem et al. (2005). V tomto ptipadé
reagoval inosin s BOP, DIPEA a pfislusSnym aminem v DMF a reakéni smés byla
zahtivana na 55 °C (24 hod). Vytézek latky 1 byl 28 %, u latky 2 to bylo 5 %, u latky 3
byl vytézek 26 % a u latky 4 byl 23 %. Naopak Wan et al. (2005) dokazal syntetizovat
BAPR o vytézku vysSim nez 99 %. Je mozné, Ze dal§imi piipadnymi optimalizacemi
reakénich podminek pro jednotlivé latky na zakladé navazanych substituentd by se dalo
procentualni vytézky latek zvysit, avSak to nebylo primarnim cilem této bakalarské prace.

V testech cytotoxicity na bunécné linie (Tab. 5) bylo zjisténo, ze vSechny zkoumané
latky jsou netoxické pro ARPE-19, avSak jsou dosti toxické pro primarni lidské
fibroblasty (BJ). Pro HaCaT bunky je nejméné toxicka latka 2 a nejvice toxicka latka 3.
Z nadorovych linii jsou latky 1, 3 a 4 vice toxické pro pro K-562 nez pro MCF7, latka 2
neni pro K-562 toxicka viibec, pro MCF7 ale ano. Z testovanych bunécnych linii jsou
vSechny latky bohuzel nejvice toxické pro BJ burniky. Dolezal et al. (2007) uvadi, Ze ortho-
hydroxylované a fluorované derivaty bezyladenosinu jsou pro butiky toxické. Tato teorie
se potvrdila i v mé bakalarské praci, latka 4 obsahuje jak OH skupinu navazanou na
benzenovém jadre, tak atom F, latky 1 a 3 obsahuji sice jiny atom halogenu (Br, CI) avSak
jsou taktéz toxické. Latka 2 obsahuje navazany methylovy mistek, ktery by mohl byt
zodpovédny za jeji ponekud odliSnou miru cytotoxicity pro jednotlivé bunécné linie. Ve
srovnani latek s 0TR (Voller et al., 2010) je oTR vice toxicky jak pro MCF7, tak pro
K-562, pro BJ buriky je stejné jako piipravené latky taktéz cytotoxicky. Zatim byla tedy
potvrzena teorie vychazejici z praci Dolezala et al. (2007) a Vollera et al. (2010), ze
cytokininové ribosidy jsou toxické i pro lidské nenddorové buiiky, avSak cilem dal§iho
snazeni by mohlo byt testovani piipravenych latek na dalSich nadorovych liniich,
ptipadné piiprava dalSich derivata toxickych pouze pro nadorové bunééné linie.

V cytokininovych biotestech (Tab. 6) nedosahuje Zadna z latek aktivity BAP.
Cytokininové ribosidy obvykle dosahuji nejlepSich vysledkii v senescencnim biotestu
(Holub et al., 1998; Dolezal et al., 2007), coz se u zkoumanych latek také potvrdilo, avsak

zadna z latek neptekrocila relativni aktivitu 100 %. Nejvyssich aktivit je dosahovano
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V senescencnim biotestu, kde se latky 3 a 4 dosahuji 93 % a 99 % relativni aktivity, latka
1 dosahuje o néco nizsi aktivity, a to 70 %. Z diivodu nedostatku latky 2 nebyla tato latka
V cytokininovych biotestech viibec testovana.

Aromatické cytokininové ribosidy (derivaty BAPR) zpravidla nejsou schopny
aktivovat cytokininové receptory AHK3 a AHK4, v urcitych ptipadech mlize dochazet
k mirné aktivaci AHK3 (Spichal et al., 2004; Dolezal et al., 2007). Neschopnost aktivace
cytokininovych receptord aromatickymi cytokininovymi ribosidy byla prokazana a bylo
naméfeno, ze zadnéd z pfipravenych latek nevykazuje cytokininovou aktivitu v AHK3

ani AHK4 receptorovém testu.
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6 ZAVER

Byly syntetizovany Ctyfi nové purinové derivaty fadici se mezi aromatické cytokininové
ribosidy. Tyto latky byly analyzovany fyzikalné-chemickymi metodami pro ovéfeni
jejich identity a cistoty. Nasledné byla zméfena cytotoxicita téchto latek na vybrané
nadorové a nenadorové bunécné linie. VSechny latky jsou cytotoxické pro nadorové linie
MCF7, pro buiiky K-562 jsou toxické vSechny latky vyjma latky 2. VSechny testované
latky jsou nanestésti vysoce toxické i pro primarni lidské fibroblasty.

Cilem dalsiho snazeni by mohlo byt testovani pfipravenych latek na dalSich
nadorovych liniich, pfipadné ptiprava dalSich derivatd toxickych pouze pro nadorové
bunécné linie.

V cytokininovych biotestech dosahuji latky nejvyssich relativnich aktivit

V senescencnim biotestu. Ani jedna z latek neni schopna aktivovat cytokininové receptory
AHK3 a AHK4.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

20H3MeOBAPR — N8-(2-hydroxy-3-methoxybenzyl)adenosin
AHK — Arabidopsis thaliana histidinova kinasa

ARPE-19 — buné¢na line imortalizovanych buné¢k lidské sitnice
BAP — benzylaminopurin

BAPR — benzylaminopurin ribosid

BJ — bunécna linie primarnich lidskych fibroblastl

BOP — benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino)fosfonium hexafluorfosfat
CDC2 — protein homologni lidské CDK1 nachazejici se v S. pombe
CDK —na cyklinech zavisla proteinkinasa

CEM — bunéc¢na linie akutni lymfoblastické leukemie

CKX — cytokinin oxidasa/dehydrogenasa

DIPEA — N, N-diisopropylethylamine

DMAPP — dimethylallyldifosfat

DMEM — Dulbekovo modifikované Eaglovo kultivaéni médium
DMF — dimethylformamid

DMSO - dimethylsulfoxid

EDTA — ethylendiamintetraoctova kyselina

Glso — koncentrace nutné pro 50% inhibici bunééného déleni
HaCaT — buné¢na linie imortalizovanych lidskych keratinocytii
HelLa — bunky rakoviny délozniho ¢ipku

HL-60 — bunky akutni promyelocytické leukemie

HOS — buné¢éna linie osteosarkomu

IAA — indol-3-octova kyselina

ICs0 — koncentrace nutna pro 50% inhibici biologické aktivity
IP — isopentenyladenin

IPR — ispoentenyladenin ribosid

IPRMP — isopentenyladenin ribosid 5’-monofosfat

IPT — isopentenyltransferasa

K-562 — buné¢na linie lidské chronické myeloidni leukemie

KR — kinetin ribosid

MCF7 — buné¢na linie karcinomu prsu

mT — meta-topolin
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NAA — kyselina naftyloctova
oT — ortho-topolin

0TR — ortho-topolin ribosid
ROS — reaktivni formy kysliku
TEA — triethylamin

TMS — tetramethylsilan

tZ — trans-zeatin

tZR — trans-zeatin ribosid
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