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1 Uvod a cile prace

Vzhledem ke zvySujicim se narokim spoleCnosti dochazi ke zménam navyku
a chovani celé populace, napfiklad z ddvodd prace na smény, popfipadé stale
CastéjSiho cestovani za kratkou dobu pfes vice Casovych pasem. Tyto zmény zivotniho
stylu mohou vést k rozvoji fady onemocnéni spojenych s poruchami v cirkadiannim
rytmu. PfiCinou muze byt, bud dlouhodoby nesoulad mezi internimi biologickymi
hodinami a vnéjSimi <&asovymi signaly projevujici se Unavou, nespavosti
ve spolecensky pfijatelnou dobu, nebo mutace v kliC¢ovych genech cirkadianniho rytmu
vedouci k poruSe zakladnich drah biologickych hodin. Cirkadianni rytmy se podileji
na regulaci fady fyziologickych procesu, proto dysfunkce cirkadiannich hodin muze
vést k onemocnénim napfi¢ celym organismem. Dusledkem tohoto zjisténi zagina byt
vénovana stale vétsi pozornost studiu déju cirkadianniho rytmu.

Teoreticka €ast diplomové prace byla zaméfena na vypracovani literarni reSerse
na téma cirkadianni rytmus savcl/Clovéka se zaméfenim na jeho poruchy
a terapeuticky aktivni latky modulujici jeho dynamiku. Cilem experimentalni ¢asti, byla
pfiprava a charakterizace knihovny purinovych derivatl a oveéfeni jejich schopnosti
modulovat cirkadianni rytmy v reportérové linii. Vzhledem k zajimavym ucinkdm
purinovych derivatd na funkci nervové soustavy byly nasyntetizované derivaty také
otestovany jako potencialni IéCivo familiarni dysautonomie. Jedna se o neurologickou
poruchu zpusobenou aberantnim sestfihem pre-mRNA genu ELP1, a je znamo,
Ze nékteré cytokininy a jejich derivaty vykazuji schopnost tuto poruchu korigovat. Dale
byla jejich aktivita testovana v senescencnim a tabakovém kalusovém biotestu s cilem

ovéreni jejich pusobeni v rostlinnach.
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2 Role cirkadianniho rytmu

Biologické hodiny jsou zakladem kazdého zijiciho organismu. Jedna se o systém
specifickych molekul (proteind), ktery organismim pomaha pfizplsobit se opakovanym
ekologickym a geofyzikalnim vlivdm jako je slunecni cyklus, pfiliv a odliv, rotace
Mésice a stfidajici se ro¢ni obdobi (Reddy a Rey, 2014). Rozdéluji se na ultradianni
(délka periody T < 20 hod), cirkadianni (T = 20 — 30 hod) a infradianni rytmus
(T > 30 hod) (Schibler a Naef, 2005).

Cirkadianni rytmus hraje kli€ovou roli mezi ostatnimi biologickymi hodinami,
protoze umoznuje organismim pfizplUsobit se stfidani dne a noci, respektive obdobi
s vy88i a nizsi fyziologickou a biologickou aktivitou (Reddy a Rey, 2014). Nazev
cirkadianni pochazi z latinského “circa diem”, neboli okolo dne (Partch a kol., 2014).
Jedna se o bunécny Casovaci mechanismus, ktery koordinuje fyziologii a chovani
organismi béhem 24 hod v zavislosti na vnéjSim a vnitinim prostfedi s cilem
dosahnout Casové homeostaze (Reddy a Rey, 2014). Prakticky vSechny organismy
citivé na svétlo od cyanobakterii az k ¢lovéku maji cirkadianni hodiny
(Levi a Schibler, 2007), které jsou generovany intracelularnimi zpétnovazebnymi
smyCkami (Pett a kol., 2016). Tento mechanismus byl poprvé objeven u mouchy
Drosophila melanogaster a pozdéji byl pojmenovan jako transkrip&ni/translacéni
zpétnovazebna smycCka (TTFL) (Hardin a kol., 1990). TTFL (Obr. 1) se stala
univerzalnim modelem, ktery byl identifikovan ve vSech modelovych systémech, které
byly doposud studovany (Brown a kol., 2012). S tim rozdilem, Ze kazdy organismus ma
vlastni soubor ,Casovych“ genu, které se tohoto mechanismu uCastni
(Reddy a Rey, 2014). Model transkripéni zpétné vazby se sklada ze dvou klicovych
komponent: pozitivni a negativni, které se navzajem ovliviuji (Dunlap, 1999). Pozitivni
element je sloZzen z gent kodujicich transkripéni aktivatory, zatimco negativni element
je tvofen geny, kédujicimi transkripni represory (Schibler a Naef, 2005). Transkripéni
aktivator indukuje expresi ,Casového” genu za vzniku proteinu, ktery se akumuluje
v bufice a pfi dosazeni prahové hodnoty se stava represorem a dochazi k blokaci
exprese Casového genu (Harmer a kol., 2001). Zasadni ulohu ve zpétnovazebné
smycCce také predstavuji postranslaéni modifikace kliCovych proteinll, a to predevSim
fosforylace. Mezi dalsi modifikace, které jsou zapojeny do regulace nescetného
mnozstvi procest Fidicich cirkadianni rytmus, patfi také acetylace, methylace

a glykosylace (Reddy a Rey, 2014).
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Obr. 1. Model transkripéni/translaéni zpétnovazebné smyéky u eukaryot (TTFL). Pozitivni element
(PE) indukuje expresi cirkadiannich genll za vzniku proteind, které pfi dosazeni prahové hodnoty aktivuji
negativni element (NE), ktery se pfesouva do jadra a blokuje expresi cirkadiannich genl. Upraveno dle
Reddy a kol., 2014.

2.1 Modelové organismy cirkadianniho rytmu

Zakladni rysy cirkadianniho rytmu jsou spole¢né pro vSechny fotosensitivni organismy,
které se nachazeji na riznych mistech stromu Zzivota (Obr. 2) a jednotlivé molekularni
zaklady byly popsany od nejjednoduSich po ty nejkomplexnéjsi. Zakladnimi
modelovymi organismy se staly jednobunécna sinice (Synechococcus elongatus),
jednobunééna houba (Neurospora crassa), u rostlin husenicek rolni (Arabidopsis
thaliana), u ZzivoCichl ovocna muska octomilka obecna (Drosophila melanogaster)

a u savcu mys domaci (Mus musculus).

Savci — my$ domaci, ¢lovék

Rostliny — huseniéek rolni

88

KAI C

Hmyz — octomilka obecna

We-2

= T
c%

N

Houby — Neurospora crassa

Sinice — Synechococcus elongatus

ARCHEBAKTERIE

Obr. 2. Fylogeneticky strom modelovych organismui cirkadianniho rytmu s hlavnimi ,,éasovymi*
geny. Upraveno dle Bhadra a kol., 2017.
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Sinice (kmen Cyanobakteria), fotosynteticka prokaryota, jsou nejjednodussi
organismy, o nichz je znamo, ze obsahuiji cirkadianni hodiny (Iwasaki a Kondo, 2004).
Ty se podileji na regulaci bunéCného déleni, fixaci dusiku, fotosyntéze, syntéze
sacharidli a dychani (Golden a kol., 1997). Zakladem cyanobakterialniho rytmu jsou
3 geny (kaiA, kaiB a kaiC), které byly identifikovany pomoci genetického sceeningu
mutantd S. elongatus (Kondo a kol., 1994). Kli€ovou ulohu v regulaci cirkadianniho
rytmu predstavuje kaiC, jeho fosforylaCni status a rychlost degradace (Obr. 3).
Fosforylovany kaiC je pravdépodobné v podobé& hexameru schopen se vazat na DNA,
a zpusobovat tak rytmické a komplexni zmény na Urovni chromozomu, které nasledné
ovliviiuji transkripéni aktivitu vS8ech promotorld na chromosomu. KaiA je pozitivnim
elementem rytmicity, kdy pfispiva k fosforylaci kaiC a inhibuje jeho defosforylaci,
zatimco kaiB inhibuje funkci kaiA (Xu a kol., 2003).

KAI A

-
=
=

=] .
KAI B £ kai BC
[~
o®° %o @
Y 4 =
() == s

Kondenzace P =

chromozomu * 2 | e

- O - . — ¢ 4 8§ 12 K N U

Jiné kaiA kaiB  kaiC Circadian Time

Obr. 3. Model cirkadianniho rytmu a ¢asova regulace kai genti. Model zobrazuje ¢asové geny a jejich
odpovidajici proteiny zobrazeny v kruhu, kdy zelena barva znazornuje pozitivni element transkripce, ktery
indukuje expresi gen(, zatimco Cervena znazorfiuje negativni element, ktery inhibuje expresi genl. KaiA
inhibuje defosforylaci kaiC, zatimco kaiB inhibuje kaiA. V grafu je vykreslen expresni profil kaiA (Zluté)
a operonu kaiBC (modre) v €ase. Transkripce téchto gend je rytmicka a Fidi se cirkadiannim ¢asem (CT),
CT 0 odpovida subjektivnimu svitani, CT 12 subjektivnimu soumraku. Model cirkadiannich hodin upraven
dle Harmer a kol., 2001 a Xu a kol., 2003. Graf byl pfevzat z Dunlap a kol., 1999.

Neurospora crassa je vlaknita houba patfici do oddéleni vieckovytrusnych hub
(Ascomycota). Stala se dllezitym milnikem v objasnéni zakladni cirkadianni fyziologie
a molekularni biologie (Catcheside, 2000). Byly zde identifikovany stéZejni ,hodinové*
geny, které vedly kpochopeni funkce cirkadianni zpétnovazebné smycky
(Dunlap a Loros, 2004). Zakladem se stal prvotné identifikovany hodinovy gen
frequency (frq), ktery tvofi centralni komponentu zpétnovazebné smycky
(Feldman a Hoyle, 1973). Jedna se o negativni element, jehoz exprese je regulovana
heterodimernim aktivatorem sloZzenym ze dvou komponent: white collar-1 (WC-1)
a white collar-2 (WC-2). Jedna se o transkripCni faktory patfici do rodiny GATA,
obsahujici zinc finger DNA vazebnou doménu, které spolu interaguji

prostfednictvim PAS domén a vytvari aktivni transkrip&ni faktor — white collar komplex
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(WCC). WCC spousti expresi frq genu v pozdni &asti subjektivni noci s vrcholem
na pocatku subjektivniho rana (Obr. 4) (Baker a kol, 2012). WC-1 byl navic
u N. crassa identifikovan jako fotoreceptor modrého svétla diky obsahu
flavinadenindinukleotidu (FAD) jako kofaktroru, a stava se tak prostfednikem v regulaci
cirkadianniho rytmu mezi externim svételnym impulsem a transkripéni aktivaci cilovych
genu (Froehlich a kol., 2002). K inaktivaci exprese frq dochazi fosforylaci WCC v dobé
subjektivnino  pozdniho dne s naslednym poklesem hladin FRQ proteinu
(Schafmeier a kol., 2005) prostfednictvim jeho degradace v 26S-proteasomu
(He a kol., 2003). Kromé svétla ma na cirkadianni aktivitu u N. crassa vliv i teplota,

a to pfedevSim na FRQ a miru jeho postranslaéni modifikace (Baker a kol., 2012).

Topota g M9\ G0 8 57RO
., —3 2 N
E / we-2 %
'.. v we-1& ’
. i~ s
we-1)(we-2 : = -
; =
— — .'. 0 4 8 12 16 20 24
we-1 frq Circadian Time

Obr. 4. Model cirkadiannich hodin a ¢asova regulace hlavnich genti v Neurospore. Pozitivni faktory
oscilaéni smy¢ky jsou znazornény zelené, negativni ¢ervené. Geny jsou vyobrazeny malymi pismeny,
proteiny velkymi. Transkripéni faktory WC-1 a WC-2 po svételném impulsu indukuji expresi frq genu, ktery
zpétné inhibuje expresi wc gend. Teplota moduluje mnozstvi exprimovaného FRQ proteinu. Graf
vykresluje &asovou zavislost mnoZstvi cirkadiannich proteint. ZIuté jsou oznadeny pozitivni elementy,
modie negativni elementy. Model cirkadiannich hodin upraven dle Harmer a kol., 2001. Graf pfevzat
z Dunlap a kol., 1999.

Modelovym organismem rostlin pro cirkadianni rytmus se stal husenicek rolni
(Arabidopsis thaliana). Cirkadianni hodiny v A. thaliana reguluji fadu biologickych
procest jako rytmicky pohyb listld, otevirani kvétd, elongaci stonkl a kofena,
biosyntézu metaboliti a hormon(, reakci na enviromentani stres a obranu proti
patogendm (Nakamichi, 2011). V prabéhu let bylo v A. thaliana identifikovano vice

jak 25 genu spojenych s funkci cirkadianniho rytmu (Tabulka 1).
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Tabulka 1. Pfehled genli zapojenych do cirkadianniho rytmu u Arabidopsis thaliana. Upraveno
dle Nakamichi a kol., 2011.

Gen Fenotyp v rostliné Molekularni funkce
ccat kratka perioda transkrip&ni faktor
Ihy kratka perioda transkrip&ni faktor
ckb3/4 X B podjednotka CK2
prr9/7 dlouha perioda transkrip&ni faktor
prp5 kratka perioda transkrip&ni faktor, interakce s toc1
pr3 kratka perioda interakce s toc1
toct1 kratka perioda transkrip&ni faktor
prmt5 dlouha perioda methyl transferasa
ztl dlouha perioda receptor modrého svétla, F-box
fkf1 X receptor modrého svétla, F-box
lkp2 X receptor modrého svétla, F-box
gi snizeni robustnosti interakce s ztl
lux arytmicky v konstantnim svétle transkrip&ni faktor
elf3/4 arytmicky v konstantnim svétle transkrip&ni faktor
tej dlouha perioda poly-(ADP-ribosa)-glykohydrolasa
Jjmjd5 kratka perioda histon demethylasa

V A. thaliana jsou cirkadianni hodiny slozeny ze tfi vzajemné propojenych TTFL
(centralni, denni a no¢ni). Centralni smycku tvofi CCA1, LHY a TOC1, kdédované
hlavnimi geny clock associated 1 (ccat), late elongated hypocotyl (lhy) a timing of CAB
expression 1 (toc1) (Romanowski a Yanovsky, 2015). Tyto geny tvofi zaklad
zpétnovazebné smycky (Obr. 5), kdy ccat a lhy jsou zodpovédné za potlaCeni exprese
toc1 (Bhadra a kol., 2017). Béhem dne komplex transkripCnich faktord CCA1/LHY
aktivuje transkripci pseudo-response regulatori (PRR) a potlacuje expresi no¢niho
proteinu TOC1. PRR jsou represory transkripce s DNA vazebnou aktivitou a mimo jiné
negativné ovliviuji expresi ccat a lhy. BEéhem noci naopak dochazi k expresi TOC1,
inhibici akumulace CCA1/LHY a tvorbé komplexu ELF3, ELF4 a LUX, ktery potladuje
expresi lux, elf4, gi, toc1 a prr9. Vyznamnou roli vregulaci hladiny TOC1
pak predstavuje ZEITLUPE (ZTL), ktery zajiStuje jeho degradaci v 26S-proteasomu

(Romanowski a Yanovsky, 2015).
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Obr. 5. Molekularni podstata TTFL u A. thaliana. Exprese genu (znazornény malymi pismeny, italikou)
je naznacena preruSovanou €arou, zatimco aktivita proteinl (znazornény velkymi pismeny) je naznacena
plnou ¢arou. TTFL Arabidopsis se sklada z centalni smy¢ky zahrnujici TOC1, CCA1 a LHY, denni smycky,
ktera se sklada z pseudo-response regulatort (PRRS5, 7, 9) a no¢niho komplexu ELF3,4, LUX a pozitivnich
elementd REV4, 6, 8 a LNK1, 2. Obrazek upraven dle McClung a kol., 2006.

Drosophila melanogaster je hmyz s proménou nedokonalou, u néhoz cirkadianni
rytmy fidi kazdodenni chovani stejné tak jako pohyb, vykukleni (eklozi), kladeni vajec,
namluvy nebo citlivost na chut’ a Cich. V pfipadé D. melanogaster byly identifikovany
dva hlavni geny period (per) a timeless (tim), zodpovédné za spravnou funkci
cirkadianniho rytmu (Bhadra a kol., 2017). Geny per a tim predstavuji negativni
elementy zpétnovazebné smycky (Obr. 6), jejichz proteiny PER a TIM inhibuji svoji
vlastni transkripci. K narustu proteint TIM a PER v cytoplazmé dochazi pouze v noci
(Dunlap, 1999). Protein TIM je fotosenzitivni a pro stabilizaci vytvafi heterodimer
s PER, kde takto vytvofeny komplex muize vstoupit do jadra (Hardin, 2004).
PFi nedostatku TIM je PER fosforylovan kinasou CK1g, ktera je regulovana proteinem
DOUBLETIME (DBT), a degradovan v proteasomu. Zatimco TIM je regulovan
cirkadiannim fotoreceptorem CRY (kryptochrom), ktery v zavislosti na svétle fidi
degradaci TIM, a kinasovou aktivitou proteinu SHAGGY, ktery zodpovida za vstup
komplexu PER/TIM do jadra. Po translokaci komplexu PER/TIM do jadra dochazi
k interakci s dimerem CLK/CYC pres podjednotky PER a CLK. Tato interakce vede
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k hyperfosforylaci celého vzniklého komplexu a zabranéni navazani dimeru CLK/CYC
na DNA, ¢ili k negativni zpétné vazbé (Bhadra a kol., 2017). Geny clock (clk) a cycle
(cyc) jsou pozitivnimi elementy zpétnovazebné smycky a zaroven antagonisté genu per
a tim (Darlington a kol., 1998). K transkripci t&chto gend dochazi v rannich hodinach
a jsou regulovany proteiny VRILLE a PDP4E. VRILLE a PDPE pfedstavuji druhou
nezavislou zpétnovazebnou smycku, kdy VRILLE inhibuje transkripci clk, zatimco
PDP.E ji aktivuje (Bhadra a kol., 2017).
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Obr. 6. Model cirkadiannich hodin u D. melanogaster. Pozitivni elementy TTFL jsou znzornény

zelené, negativni Cervené. Exrese genu (znazornény malymi pismeny, italikou) je naznacena
pferuSovanou ¢arou, zatimco aktivita proteini (znazornény velkymi pismeny) je naznacena plnou ¢arou.
Geny cyc/clk a per/tim jsou vzajemnymi antagonisty, kdy CYC/CLK indukuji expresi per/tim, jejichz
proteinové produkty PER/TIM zpétné& inhibuji aktivitu CYC/CLK. Druhou zpétnovazebnou smycku
pfedstavuji VRILLE (inhibice transkripce clk) a PDP+E (aktivace transkripce clk). Regulaéni faktory:
doubletime (DBT), SHAGGY, kryptochrom (CRY), svétlo (hv), 26S-proteasom, P = fosforylace.

Modelovym organismem, ktery reprezentuje savce, se stal maly ZzivoCich myS$
domaci. Na prvni pohled by se mohlo zdat, Zze savci cirkadianni hodiny jsou velmi
podobné tém u drosophily, jelikoz fada ,Casovych® gend mysi je homologni
s ,Casovymi“ geny D. melanogaster, které byly popsany vySe. Jedna se o geny period
(mper1, mper2, mper3 u mysi), timeless (mtim u mysi), clock (mclk u mysi) a gen
bmal1 (mop3) homologni ke genu cyc (Harmer a kol., 2001). Funk&ni analyza sav€ich
genl vSak odhalila rozdily v mechanismu cirkadianniho rytmu. V pfipadé mysi bmal1
vykazuje cyklickou expresi, zatimco mclk stalou expresi béhem dne. Opac¢na situace
nastava u drosophily, kde dclk vykazuje cyklickou expresi a cyc stalou
(Shearman a kol.,, 2000). Negativni element mPER ma narozdil od drosophily
3 homology (mPER1-3), jejichz aktivita je nezavisla na tvorbé komplexu s mTIM.

V pfipadé TTFL u savcl nebyla pozorovana zadna zména fenotypu cirkadianniho
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rytmu ani pfi vyfazeni genu mtim z funkce (Gotter a kol., 2000). Soucasti negativni
zpétné vazby u savcl jsou geny kryptochrom mcry1, 2, jejichZ proteiny mCRY1, 2 vazi
chromofory pro modré svétlo pterin a flavin, a tim promitaji svételnou informaci
do cirkadiannich hodin. mCRY ve spolupraci s mPER inhibuji komplex mCLK/BMAL1
stejné jako v pfipadé drosophili komplex dPER/dTIM inhibuje dCLK/CYC
(Harmer a kol., 2001).

Mechanismus intracelularnich hodin u savct se sklada z opakujici se pozitivni
a negativni transkripéni zpétné vazby zahrnujici kliCové komponenty (Obr. 7), které
se rozdéluji na pozitivni CLK/BMAL1 a ROR a negativni PER/CRY a REV-ERB
(Reddy a Rey, 2014). Dulezitou roli v fizeni TTFL hraji kasein kinasy a fosfatasy
(kasein kinasy: CKla, CKI® a CKlg, fosfatasy: PP1, PP5), které reguluji lokalizaci
a stabilitu integralnich hodinovych proteinti (Partch a kol., 2014).
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Obr. 7. Molekularni oscilator cirkadianniho rytmu u savci. Exprese genll (znazornény malymi

pismeny, italikou) je naznacena pFeruSovanou &arou, zatimco aktivita proteint (znazornény velkymi
pismeny) je naznacena plnou ¢arou. Zelené zobrazené proteiny BMAL1/CLK aktivuji expresi genl per/cry
a rev-erb/ror. Cervené zobrazené exprimované proteiny PER/CRY a REV-ERB zpétné inhibuji expresi

genl bmal1/clk. Regulaéni faktory: kasein kinasy CK1a-¢, P = fosforylace.

Jadro TTFL je tvofeno dvéma hlavnimi nezavislymi regulaénimi smyckami
CLK/BMAL1-PER/CRY a CLK/BMAL1-REV-ERB/ ROR, které jsou navzajem
propojeny. CLK a BMAL1 jsou heterodimernimi transkripénimi faktory proteinové
domény basic helix-loop-helix-PAS (bHLH) a aktivuji transkripci represort per a cry
(Huang a kol., 2012). PER a CRY heterodimerizuji v cytoplazmé&, odkud se presouvaiji
do jadra, kde inhibuji transkripéni aktivitu CLK/BMAL1. Po ukonceni inhibice vlivem
posttranslaénich krokd (fosforylace, ubikvitinace) jsou proteiny PER a CRY
degradovany v proteasomu (Partch a kol., 2014). Kasein kinasy CKId a CKle
a fosfatasy PP1 a PP5 reguluji funkci komplexu PER/CRY a to tak, ze rozhoduji bud

o vstupu komplexu do jadra nebo o jeho degradaci (Lee a kol., 2011). Represe

19



na CLK/BMAL1 se uvolni a cyklus muze zacit od zaCatku s 24 hod. periodicitou
(Takahashi, 2017). V pfipadé druhé regulaéni smycky heterodimer CLK/BMAL1
aktivuje transkripci nuklearnich receptoril REV-ERB a ROR, které kompetuji o vazebné
misto na promotoru, pfi€emz ROR spousti expresi bmal1, zatimco REV-ERB ji inhibuje
(Bhadra a kol., 2017).

2.2 Architektura cirkadianniho rytmu u savci

V pfipadé savcu, tedy i Clovéka, je cirkadianni systém organizovan do tfi hlavnich
fyziologickych komponent: vstupni drahy, pomoci nichz jsou ziskavany informace
z vnéjSiho prostfedi (pfedevSim svétlo), které vstupuji do centralnich hodin v mozku
a nakonec vystupni drahy, pres které centralni hodiny reguluji cirkadianni rytmy
(Lowrey a Takahashi, 2004).

Molekularni hodiny savcu vykazuji hierarchické usporadani (Obr. 8). Jsou
organizovany do centralnich hodin ulozenych v parovém organu ve stfednim
hypotalamu, v tzv. suprachiasmatickych jadrech (SCN), ktera se nachazeji v blizkosti
optického chiazmatu (Ko a Takahashi, 2006).
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Obr. 8. Komplexni architektura cirkadianniho rytmu u savcil. Schéma upraveno Dibner a kol., 2010.

Télesna teplota Primé signaly

SCN se sklada z pfiblizné 20 000 neuronu, které tvofi vysoce sjednocenou cirkadianni
sit (Mohawk a Takahashi, 2011). Tyto hlavni hodiny jsou jediné molekularni hodiny
pro pfijem svételnych signall ze sitnice, kterda synchronizuje vnitfni ¢as k vnéjSimu

sluneénému dni (Dibner a kol., 2010). Ve vnitfni vstrvé sitnice se nachazi skupina
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fotosensitivnich gangliovych bunék (ipRGC, 1-2 %), které obsahuji fotopigment
melanopsin a reaguji na svételnou stimulaci. Signal ztéchto bunék je veden
retinohypotalamickym traktem pfimo k hlavnim hodinam v SCN, kde muze ovliviiovat
biologické hodiny, at uz jejich zpozdéni &i urychleni (Lowrey a Takahashi, 2011).
SCN poté vysila rytmické informace do bunék v jinych ¢astech mozku a do perifernich
organu prostfednictvim radznych vystupl (Dibner a kol., 2010). Patfi mezi né& neuronalni
spojeni, endokrinni signaly (pfedevSim hormon melatonin), metabolity a rytmy télesné
teploty. Dohromady se jedna o slozity systém zajistujici Casovou koordinaci s vnéjSim

i vnitfnim prostfedim (Stratmann a Schibler, 2006).
3 Patofyziologie spojena s cirkadiannimi rytmy

Cirkadianni rytmy ¢lovéka ovliviiuje prostfedi, ve kterém ZzZije (socialni a fyzické aktivity,
stfidani svétla a tmy). Lidé se fadi mezi denni bytosti, jejichz biologické hodiny jsou
pfizpusobeny jejich fyziologickym &innostem. Fyziologické funkce spojené s aktivitou
se déji ve dne, zatimco funkce spojené s odpolinkem v noci. Nesoulad mezi
nacasovanymi cirkadiannimi hodinami a vnéjSim prostfedim (jet lag, prace na smény)
nebo dysfunkce cirkadidnnich hodin vede ke spankovym porucham (Tabulka 2)

(CRSDs, neboli circadian rhytm sleep disorders).

Tabulka 2. Déleni poruch cirkadianniho rytmu dle Mezinarodni klasifikace poruch spanku.

Poruchy cirkadianniho rytmu

» Zpozdéna faze spanku (Delayed Sleep-Wake Phase Disorder)

* Pfedsunuta faze spanku (Familial Advanced Sleep Phase Syndrome)

* Nepravidelny rytmus spanku a bdéni (Irregular Sleep-Wake Rhythm Disorder)
* Volné bézici rytmus (Non 24-hour Sleep-Wake Rhythm Disorder)

* Porucha spanku a bdéni pfi sménném provozu (Shift Work Disorder)

* Porucha spanku a bdéni pfi posunu ¢asovych pasem (Jet Lag Disorder)

* Poruchy cirkadidnniho rytmu jiné pficiny

Mezi poruchy cirkadianniho rytmu patfi onemocnéni ,zpozdéna faze spanku®
(Delayed Sleep-Wake Phase Disorder, DSPD). DSPD je charakterizovano chronickou
neschopnosti usnout a probudit se v socialné pfijatelnych €asech (vice jak 2 hodiny
zpozdéni nastupu spanku oproti konvencim). Pacienti obvykle usinaji mezi 1 a 6 rano
a vstavaji v brzkém odpoledni. Dochazi u nich ke sniZzeni pracovniho vykonu v rannich
hodinach vlivem pocitu Unavy, ospalosti a nesoustfedénosti (Zee a Vitiello, 2009).
Prevalence onemocnéni se udava mezi 0,2 az 10 % s Cast&Sim vyskytem
u dospivajicich a mladych dospélych (Crowley a Carskadon, 2010). Diagnéza DSPD

se provadi pomoci peclivého zaznamenavani historie spanku do spankovych deniki
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po dobu nejméné 7 dni, pomoci vySetfeni aktigrafie, kdy se sleduje pohyblivost
pacienta béhem spanku a bdéni (Zee a Vitiello, 2009). Jako vhodna terapie
se osvédcila kombinace fototerapie v rannich hodinach v délce dvou hodin 2 - 3 hod
pred pfirozenym probuzenim (Smith a kol., 2009) s podavanim melatoninu (0,5 — 5 mg)
v podvecernich hodinach (5 — 6 hod pfed dobou usnuti) (Paul a kol., 2011).

Opakem DSPD je ,pfedsunuta faze spanku“ (Familial Advanced Sleep Phase
Syndrome, FASPS), ktera je popisovana dfivéjS§im pFichodem spanku o vice
nez 2 hodiny oproti konvencim. Zasadni roli u tohoto onemocnéni maji genetické
faktory, kdy mutace genu per2 a kasein kinasy 10 vede ke zkraceni denni doby
(Xu a kol., 2005). Jedinci s FASPS jsou obvykle ospali mezi 18:00 a 21:00 a probouzi
se v Casovém rozmezi 2:00 - 5:00. Obvykle se potykaji s denni spavosti pfedevsim
v pozdnich odpolednich hodinach, a dale maji problémy s udrzenim spanku
(Zee a kol., 2013). FASPS je méné Castd nez DSPD s prevalenci okolo 1 %.
Onemocnéni se spiSe objevuje v pozdéjSim véku (Dodson a Zee, 2010). Diagonostika
probiha stejné jako u DSPD. Primarni IéCba FASPS zahrnuje ¢asovanou expozici
svétla nejcastéji od 19:00 do 21:00 s moznosti podani hypnotik pro zlepSeni nespavosti
(Zee a kol., 2013).

Nepravidelny rytmus spanku neboli Irregular Sleep-Wake Rhythm Disorder
(ISWRD) je charakterizovan €asovou disorganizaci spanku a bdéni (Thorpy, 2012).
Pacienti s ISWRD maji celkovou dobu spanku zachovanou, ale rozdélenou do 3 a vice
kratSich intervald, trvajicich od 1 do 4 hodin (Zee a kol., 2013). Nejdelsi interval spanku
pacienty s demenci nebo pro pacienty, ktefi jsou dlouhodobé& umisténi v nemocnicich
a socialnich zafizenich. Rizikovym faktorem neni vék samotny, ale s vékem spojena
neurologicka a psychiatricka onemocnéni, napfiklad Alzheimerova choroba
(Zee a Vitiello, 2009). Nejucingjsi terapii je expozice svétlem kazdé rano po dobu
2 hodin. Dulezité je vytvorit dostatek socialnich a fyzickych aktivit béhem dne
a dodrzovat pravidelny rytmus spanku (Zee a kol., 2013).

Volné bézici rytmus neboli Non-24-Hour Sleep-Wake Disorder (N24SWD) je dalSi
znamou poruchou cirkadiannich hodin, které nejsou synchronizovany s vnéjSim
prostfedim, pfedevSim svétlem. Dochazi k chronickému opakovanému zpozdovani
doby usnuti a probuzeni. NejCastégji touto poruchou trpi nevidomi, protoze u nich doslo
k vyraznému snizeni nebo uUplné ztraté vnimani svétla (Hartley a kol., 2018). DalSi
moznou pFi¢inou poruchy muze byt mutace kasein kinasy 1¢ (CK1g), pfipadné
desynchronizace pUsobeni melatoninu (Takano a kol., 2004). Diagnostika onemocnéni

je velice naro¢na, diky nespecifickym pFiznakim jako je unava a nadmeérna denni
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spavost. Pravidelny denni rytmus (naCasovani jidel, planované cinnosti, pravidelna
fyzicka aktivita) je duleZitou soucasti IéCby pacienta spolu s podavanim melatoninu
1 hodinu pfed spanim (Kanathur a kol., 2010).

Mezi Castou pFfechodnou poruchu cirkadianniho rytmu patfi porucha spanku
a bdéni pfi posunu pfes €asova pasma, znaméjsi pod nazvem jet lag (letova dysrytmie,
pasmova nemoc). Jet lagem obvykle trpi cestujici, ktefi prelétaji pfes 3 a vice
Casovych pasem, kdy dochazi k desynchronizaci vnitfnich cirkadiannich hodin jedince
s Casem v misté cilové destinace (Cingi a kol., 2018). Zavaznost poruchy souvisi nejen
s poétem prekrocenych Casovych pasu, ale i se smérem cestovani. Obecné cesty
na vychod jsou tolerovany hlre nez cesty na zapad, protoze pfi cestovani na vychod
dochazi k fazovému zpozdéni a dny jsou z pohledu cestujiciho kratSi. Lidé, ktefi leti
na zapad, upravuji své rytmy rychleji (1,5 hod za 24 hod) nez lidé letici na vychod
(1 hod za 24 hod). Z tohoto dlvodu jsou lety na zapad planovany ve dne, zatimco
na vychod v noci (Bjorvatn a Pallesen, 2009). Rychlost resynchronizace vnitinich hodin
klesa s pfibyvajicim vékem (Moline a kol., 1992). Pfiznaky a trvani jet lagu jsou
pro kazdého individualni. K odeznéni pfiznakd muze dojit v rdmci jednoho dne, typicky
nékolika dni (4 — 6), popfipadé az tydnd. NejbéznéjSi symptomy jsou rizné poruchy
spanku, at uz nespavost v noci, Unava pfes den, fragmentace spanku, brzké vstavani,
dale problémy se soustfedénim, nechut Kk jidlu, deprese, nevolnost, bolesti hlavy
a dalsi. U Zzen, které Casto cestuji, muze dojit i k poruse menstruacniho cyklu
(Cingi a kol., 2018). Pro snizeni dopadu jet lagu lze provést spousty preventivnich
opatfeni pfes uzivani kombinace hypnotickych Iéku (benzodiazepiny) a melatoninu,
fototerapie a specialni diety, az po uzpUsobeni spanku novému rezimu
(Zee a kol., 2013). Zajimavymi novymi I|éCivymi pFipravky se jevi agonisté
melatoninovych receptord Ramelteon a Agomelatin, které ve srovnani se samotnym
melatoninem maiji delSi biologicky poloas a lepsi kompatibilitu s melatoninovymi
receptory. Jejich plsobenim dochazi ke zlepSeni cyklu spanku a zmirnéni nezadoucich
Gcinka jet lagu (Srinivasan a kol., 2008). Agomelatin je zaroven i antagonistou
5-hydroxytryptaminového receptoru 2C (5-HT2C), ktery vaze endogenni
neurotransmiter serotonin (5-hydroxytryptamin). Jeho dvoji Ucinek se proto stava
zakladem nejen |éCby poruch cirkadianniho rytmu, ale i Iécby depresi
(Pandi-Perumal a kol., 2006).

Ve vétSiné prumyslovych zemi vice nez jedna pétina populace pracuje
ve sménném rezimu mimo denni dobu od 7 rano do 6 odpoledne. Vlivem posunu
pracovni doby do noc¢nich hodin se u nékterych jedinci muze objevit porucha spanku
a bdéni pfi sménném provozu, neboli Shift-Work Disorder (SWD) (Monk, 2009).
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Z definice této poruchy vyplyva, Ze obtize jako nadmérna ospalost béhem doby
poZadované bdélosti (no€ni sména) a nespavost v dobég, kdy by mél jedinec spat (den),
museji pfetrvavat minimalné mésic (Pretl, 2014). PFicinou poruchy je nesoulad mezi
endogennimi cirkadiannimi rytmy a realitou. V dobé, ve které je télo naprogramovano
na spanek, je vyzadovana bdélost (Wickwire a kol., 2017). Riziko SWD je zavislé
na véku a pohlavi, kdy muzi maji mirné vyssi riziko SWD nez Zeny. Dale je s touto
poruchou spojovano vyssi riziko uzivani alkoholu a psychotropnich latek, vysSi riziko
obezity, hypertenze, kardiovaskularnich onemocnéni a nékteré studie naznaluji
i zvySujici se riziko rakoviny prsu a délohy (Culpepper, 2010). Hlavnim cilem I1éCby je
zlepSeni bdélosti a kvality spanku bé&hem pozadované doby. Jako terapie je
doporu€ovano vytvorfit si vhodné prostfedi pro spanek, omezit kofein, fototerapie
béhem nocni smény, vyhnuti se ostrému svétlu vrannich hodinach
(Burgess a kol., 2002).

Jak bylo zminéno vyS$e, cirkadianni rytmy reguluji v lidském téle fadu fyziologickych
procesu véetné bunécéného cyklu, hormonalni homeostaze, fizeni télesné teploty,
zakladnich bunéénych drah (glykolyza, metabolismus mastnych kyselin, biosyntéza
cholesterolu) a metabolismu Iékd a xenobiotik. Porucha cirkadianniho rytmu, at uz
z genetickych, €i environmentalnich pficin, tak muze vést k onemocnénim napfi¢ celym
organismem od poruch chovani az k zhoubnym nadordm (Takahashi a kol., 2008).

Mutace v kli€ovych hodinovych genech vede k metabolickym defektim. Napfiklad
polymorfismus clock genu je spojovan s obezitou a metabolickym syndromem
(Scott a kol.,, 2008). Dale mutace genu bmal1 je asociovana s predispozici
k hypertenzi a s onemocnénim Diabetes mellitus typu 2 (Woon a kol., 2007). Jedna
ze studii naznaluje spojitost mezi geny per3, bmal1 a bipolarni poruchou
(Nievergelt a kol.,, 2006). Matsuo a kol. (2003) ukazali, Ze cirkadianni systém
kontroluje  bunény cyklus modulaci aktivity cyklin dependentnich kinas
(Matsuo a kol., 2003). Per1 gen souvisi s bunécnym rlstem a kontrolou poruseni
DNA. Jeho nadmérna exprese vede kindukci apoptézy a redukci proliferace
rakovinnych bunék (Gery a kol., 2006).

Pochopeni mechanismu souvisejicich s Uzkym propojenim cirkadiannich hodin
s fyziologii a patofyziologii lidského organismu nam umozni spravné diagnostikovat
a lécit cirkadianni poruchy, zlepsSit Zivotni styl a |épe pfizpusobit cirkadianni

rytmy fyziologickym procestim naseho téla (Takahashi a kol., 2008).
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4 Regulace cirkadianniho rytmu

Cirkadianni rytmy ¢lovéka mohou byt synchronizovany i jinymi podnéty nez svétlem,
napfiklad hormony. Mezi hlavni hormony ovliviujici cirkadianni rytmy patfi pfedevsim
melatonin, ktery je produkovan epifyzou. Melatonin neboli N-acetyl-5-methoxytryptamin
je syntetizovan ztryptofanu, kdy dochazi k hydroxylaci v 5'poloze za vzniku
5-hydroxytryptofanu. Dekarboxylaci 5-hydroxytroptofanu vznika 5-hydroxytryptamin
neboli serotonin, jehoz N-acetylaci vznika N-acetylserotonin a nasledna O-methylace
dava vznik melatoninu (Arendt, 1998). Hladiny melatoninu jsou zavislé na stfidani dne
a noci, kdy v noci jsou hladiny melatoninu nejvyssi. Délka sekrece hormonu je dana
trvanim tmy (Pevet a Challet, 2011). Zajimavym rysem je i rytmus syntetické drahy,
kdy zejména aktivita N-acetyltransferasy se vnoci zvySuje az 70krat
(Roseboom a kol., 1996). Zajimavé je, Ze dostateCna délka a intenzita svétla dokaze
potlacit no¢ni produkci hormonu. Lidé pro Uplné potlaeni sekrece potiebuji intenzitu
svétla 2500 lux (Arendt, 1998). Vlivem prodluzovani a zkracovani dne pfi stfidani
ro¢nich obdobi se méni i doba sekrece melatoninu. Signal melatoninu nam tak dava
informace o cyklu svétlo-tma, ale i informace o ro¢nim obdobi (Obr. 9)
(Schwartz a kol., 2001).
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Obr. 9. Casova zavislost sekrece melatoninu. A) den/noc, B) léto/zima. Schéma upraveno dle
Pevet a Challet, 2011 a Arendt a kol., 1998.

L

Melatonin je vychytavan adrenergnimi receptory a a (3, které se nachazi nejen
v SCN, ale i v hipokampu, hypofyze, sitnici, artériich a v dalSich organech. Diky hojné
pritomnosti adrenergnich receptorl se agonisté melatoninu (Ramelteon, Agomelatin)
stali atraktivni pro farmaceutické spole¢nosti, a zlepsili tak vyhlidky pro IéEbu poruch
spanku a psychiatrickych onemocnéni.

S vyjimkou melatoninu nebyly k dispozici Iéky modulujici cirkadianni aktivitu, proto
bylo dllezité najit molekuly se schopnosti zkracovat, i prodluzovat periodu hodin. Toto

zjisténi vedlo k vyvoji terapeuticky aktivnich malych molekul modulujich dynamiku
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cirkadiannich rytm0 (Tamai a kol., 2018). Pfi identifikaci novych aktivnich molekul je
ddlezita znalost jejich molekularniho cile (hodinové geny, proteinové kinasy, nuklearni
receptory), charakterizace jejich cirkadianniho u€inku a bunécného efektoru (Obr. 10).
Tyto mechanické znalosti hraji roli v terapeutické aplikaci pro konkrétni typ
onemocnéni (Wallach a Kramer, 2015).

. cKi
FBXL3 -~ _ ’

%\J

CRY ligandy: KL001, KL044, GO slouceniny, Chun-15
CK1 inhibitory: CK1-7, IC261, D4476, longdaysin, LH846
ROR ligandy: SR1078, digoxin, ursolova kyselina, SR3335
REV-ERB ligandy: GSK4112, SR9009, GSK267

Obr. 10. Klicové molekuly cirkadianniho rytmu a jejich modulatory. TTFL zahrnujici klicové
komponenty (BMAL1/CLK a CRY/PER) cirkadiannich hodin, nuklearni receptory (ROR, REV-ERB)
a proteinové kinasy (CK1) regulujici cirkadianni rytmus. Jednotlivé modulatory byly vyjmenovany dle jejich

molekularniho cile. Schéma upraveno dle Chen a kol., 2018.

4.1 Klicové proteiny hodinovych genu

PloSnym testovanim vice nez 60 000 strukturné rozlicnych latek v Bmal1-dLuc
reportérovém testu byly objeveny derivaty karbazolu KL0O01, KL002, KLO03 (Obr. 11),

které prodluzovaly periodu cirkadiannich hodin (Hirota a kol., 2012).
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Obr. 11. Struktury derivatt karbazolu. Slou¢eniny KL001, KL002, KL0O03.

S vyuzitim imunoprecipitace a proteomické analyzy byl jako molekularni cil
modulatorl idetifikovan hodinovy protein CRY. Derivaty karbazolu kompetuji s FAD

o vazebné misto, a stabilizuji protein CRY tim, Ze =zabranuji jeho ubikvitinaci
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a nasledné degradaci. Vlivem této stabilizace dochazi k prodlouzeni periody
cirkadianniho rytmu a redukci cirkadianni amplitudy (Lee a kol., 2015). Diky stabilizaci
CRY, KLOO1 inhiboval v hepatocytech glukagonem indukovanou glukoneogenezi,
coz ukazalo jeho teraupeuticky potencial pro 1é¢bu diabetu (Hirota a kol., 2012).
Pozdéji byly pfipraveny dalsi derivaty karbazolu (Obr. 12) s jesté siln&jSimi ucinky -
KLO44 (Lee a kol., 2015) i latky, které naopak vykazovaly zkraceni periody GO044,
G0O200 a GO211 (Oshima a kol., 2015). Strukturné zcela odliSnou latku, ktera je
schopna modulovat cirkadianni hodiny prostfednictvim CRY obijevili Chun a kol. (2014).
Tento derivat 2-ethoxypropanové kyseliny (Chun - 15), ktery se vaze na C-konec
proteinu CRY, inhibuje jeho represivni funkci, a tim aktivuje transkripci clk/bmal1 gent
prostfednictvim E-boxu (Chun a kol., 2014). Nasledna aplikace latky na bufky lidského
karcinomu prsu (MCF-7 a MCF-10A) vedla ke snizeni rychlosti rastu bunék a zvySeni
citlivosti bunék vici doxorubicinu a tamoxifenu u linie MCF-7, zatimco u linie MCF-10A

nebyl pozorovan zadny vliv (Chun a kol., 2015).
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R: GO044 (- 0,4 hod) G00200 (-06hod) GO211 (- 0,7 hod)

N /©/”Bu /©/OSiMe2'Bu /©/00H200H3
O~ "OH R R R

Chun-15

Obr. 12. Struktury molekul ovliviiujici CRY. KL004 prodluZuje periodu cirkadianniho rytmu, zatimco
derivaty GO044, GO200, GO211 a slou¢enina Chun-15 ji zkracuiji.

4.2 Modulace hodin prostrednictvim nuklearnich receptoru

Primarni role nuklearnich receptorli RORa/B/y a REV-ERBa/ v cirkadianim rytmu je
regulace exprese transkripénich aktivator bmal1 a clk. Zatimco RORy zvysuji
transkripci bmal1 v kompetici s REV-ERB o vazebné misto na promotoru, REV-ERB
naopak transkripci bmal1 potlacuje (Wallach a Kramer, 2015). Aktivita téchto receptort

je regulovana fadou pfirozenych latek (Obr. 13) (Kojetin a Burris, 2014).
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Cholesterol a jeho derivaty
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Obr. 13. Pfirozené ligandy nuklearnich receptorii REV-ERB a ROR.

Hem byl identifikovan jako fyziologicky ligand receptoru REV-ERB. Exprese
REV-ERB a mnozstvi hemu jsou regulovany vramci cirkadianniho rytmu,
kdy pfi poklesu koncentrace hemu dochazi ke zvySeni exprese bmall
(Rogers a kol., 2008). Na aktiviiu REV-ERB také pusobi dvouatomové plyny
(oxid uhliCity, oxid dusnaty) a redoxni stav centrdlniho atomu Zeleza v hemu
(Pardee a kol., 2009). Mezi ROR ligandy patfi steroidni latky, pfedevSim cholesterol
a jeho hydroxyderivaty redukujici expresi bmal1 (Wang a kol., 2010). Na druhou stranu
steroidni latka Neoruscogenin, ktera se pfirozené vyskytuje v rostlinach, naopak
indukuje transkripci bmal1 (Helleboid a kol., 2014). All-trans-retinova kyselina je
inverznim agonistou ROR a vykazuje vysokou specifitu va¢i RORPB receptoru
(Kojetin a Burris, 2014). Identifikace endogennich ligandu pro tyto receptory umoznila
vyvoj jejich syntetickych derivata (Obr. 14) (Wallach a Kramer, 2015).

GSK4112 byl identifikovany jako prvni synteticky REV-ERB ligand, ktery zvySuje
inhibi¢ni efekt receptoru na cilové geny prostiednictvim zvySeni aktivity NCOR (nuclear
receptor corepressor), inhibuje expresi bmal1 a genu Ucastnicich se glukoneogeneze,
¢imz redukuje mnozstvi vznikajici glukosy v jatrech (Grant a kol., 2010), a naopak
indukuje adipogenezi, ktera zvySuje mnozstvi lipidl v bufikach (Kumar a kol., 2010).
Kvali nepfiznivému farmakokinetickému profilu po intraperitonealnim podani a slabému

vlivu na REV-ERB byla provedena SAR studie s cilem nalezeni molekul s lepSim
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potencialem. Latky SR9009 a SR9011 jsou 3-4x uc€inné&jsi nez GSK4112 a nevykazuji
kfizovou reaktivitu k jinym nuklearnim receptordm (Kojetin a Burris, 2014). Dalsi
derivaty GSK4112 (GSK099, GSK5072, GSK2667) vykazuji podobné vlastnosti jako
latka SR9009 a umoznuji peroralni podani. V pfipadé GSK2945 byla prokazana
10x vysSi biologicka dostupnost a zvySeny biologicky polo¢as (Trump a kol., 2013).
Slou¢enina SR8278 je naopak doposud jediny identifikovany antagonista REV-ERB,

ktery zvySuje expresi cilovych genu (Kojetin a kol., 2011).

Cl Analoga GSK4112

R2
SR9009 R3= [1-(ethoxykarbonyl)pyrrolidin-3-ylJmethyl

SR9011  R3® = [1-(pentylaminokarbonyl)pyrrolidin-3-ylJmethyl

G \@/\N GSK2945 R® = 2-methyl-4-chlorobenzyl
N\ o GSK0999 R? = 4-fluorobenzyl, R® = (pyridin-3-yl)methyl
1 GSK5072 R! = (5-kyanothiofen-2-yl)methyl, R® = (pyridin-3-yl)methyl
. 0j< s GS2667 R = (5-kyanothiofen-2-yl)methyl, R? = 3 4-difluorbenzyl,
R R® = (pyridin-3-yl)methyl

GSK4112

\N. / |
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Obr. 14. Syntetické ligandy REV-ERB.

T0901317 byl prvni validovany nespecificky ligand schopny regulovat funkci ROR,
jehoz identifikace vedla k rozvoji dalSich ligand (Obr. 15) (Kumar a kol., 2009). Pfimy
ROR agonista SR1078 ma rozsahly teraperuticky potencial pro 1éCbu obezity, diabetu
a rakoviny, protoze indukuje expresi podfizenych genl glukosa-6-fosfatasy
a fibroblastového ristového faktoru 21 (Kojetin a Burris, 2014), které se ucastni
metabolismu cukrd a tukt (Kharitonenkov a kol., 2005). Dale stabilizuje p53, a tim
indukuje apoptézu v nadorovych bunkach (Wang a kol.,, 2012). Dal$i modifikace
prfedchozich molekul vedly k objevu SR3335, ktery snizuje hladinu glukosy v plazmé
(Kumar a kol., 2011). SR1001, SR2211, SR1555, srdeé¢ni glykosid Digoxin a ursolova
kyselina potlacuji vyvoj Ty-17 lymfocytld a inhibuji sekreci interleukinu 17, které jsou
divodem vzniku nékterych autoimunitnich onemocnéni (Kojetin a Burris, 2014). Tyto
poznatky naznacuji, Zze nuklearni receptory a jejich ligandy jsou dllezitym cilem pro

IéEbu raznych onemocnéni.
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Obr. 15. Syntetické ligandy ROR.

4.3 Modulace hodin prostrednictvim kinas

Hlavnim regulaénim mechanismem cirkadianniho rytmu je fosforylace kliCovych
proteint, kde stézejni ulohu v tomto procesu hraje kasein kinasa 1 (CK1). Existuje
nékolik isoforem CK1 (a, B, y1, v2, y3, d, €), pfitemz do regulace hodinovych proteinQ
BMAL1, PER, CRY jsou zapojeny pfedevSim isoformy a, & a € (He a Chen, 2016).
Fosforylace hodinovych proteind pomoci CK1 je esencialnim elementem kontroly
cirkadianniho rytmu (Walton a kol., 2009). Vysledkem mutaci v nékterych bodech
kontroly mlze byt fada onemocnéni, napfiklad syndrom FASPS u lidi, kdy mutace
v CK10 ovlivriuji fosforylaéni stav PER proteinli vedouci ke zméné periody cirkadianiho
rytmu a k jeho fazovému posunu (Wallach a Kramer, 2015).

Proto se inhibitory CK1 (Obr. 16) jevi jako uzite€né modulatory pro IéEbu poruch
cirkadianniho rytmu. Inhibitory CK1 jako CK1-7, IC261, D4476, PF-670462, longdaysin
a LH846 zpusobuji prodlouzeni cirkadianni periody (Chen a kol., 2018). VétSina
inhibitord neni specificka pro ur€itou CK isoformu a inhibuje fosforylaci PER
zprostfedkovanou CK16/e, a tim prodlouzuje interval negativni zpétné vazby v TTFL
(Chen a kol., 2018). Oproti tomu latka PF-670462 vykazuje 6x vy$Si specifitu vici
CKId, vyrazné prodluzuje cirkadiani rytmus, protoze inhibuje degradaci PER2

(Walton a kol., 2009). IC261 ovliviiuje kromé cirkadianniho rytmu i bunécény cyklus
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v mitotické fazi a apoptoézu, proto se mimo jiné jevi i jako potencialni Ié€ivo rakoviny
(Behrend a kol., 2000).
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Obr. 16. Inhibitory kasein kinasy 1.

Zajimavou molekulou vyrazné prodluZujici cirkadianni periodu se jevi longdaysin.
Po chemické strance se jedna o N9-derivat purinl, jehoZz molekularnim cilem jsou
proteinové kinasy CK1a/6 a ERK2 (Hirota a kol., 2010). Chemicka optimalizace této
molekuly mudze poskytnout vychozi bod pro identifikaci dalSich derivatd ur€enych

k 1é€bé cirkadiannich poruch.
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Experimentalni cast
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5 Material a metody
5.1 Chemikalie

Pro pfipravu derivatd byly pouZity nasledujici chemikalie: benzylamin, trifenylfosfin,
diisopropyl azodikarboxylat, deuterovany dimethylsulfoxid, triethylamin, fetalni sérum,
L-glutamin, Penicilin/Streptomycin roztok, 10x PCR Buffer, Jump start Tag DNA
Polymerasa, ethylendiamintetraoctova kyselina (Sigma-Aldrich), 1,2-dibromethan,
1-brom-2-chlorethan,  furfurylamin  (Fluka), 2-isopropoxyethanol,  oxolan-3-ol,
4-methoxybutan-1-ol, 2-(terc-butoxy)ethan-1-ol, 3-methoxy-1-propanol, oxan-4-ol
(Enamine), 10x RT Buffer, 10x RT Random Primers, dNTP Mix 100mM, Multi Scribe
Reverse Transcriptase (Applied Biosystems), DEPC-Treated Water (Ambion), DNA
hmotnostni standard 50 bp (BioSystems), Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM
(Invitrogen), 2-merkaptoethanol (SERVA), GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium),
TurboCapture 384 mRNA kit zahrnujici Buffer TCW, TCL, TCE pro mRNA setfihovy
test (QIAGEN), 6-chlorpurin, 2,6-dichlorpurin (Olchemim). Bézné pouzivané chemikalie
jako uhli¢itan draselny, bezvodny siran sodny, hydrogenuhli¢itan draselny
a rozpoustédla byla zakoupena od firmy Lach:Ner. Prekurzory jako
6-benzylaminopurin, 2-chlor-6-benzylaminopurin, 6-chlor-9-(tetrahydropyran-2-yl)purin,
6-chlor-9-(tetrahydrofuran-2-yl)purin, 6-chlor-9-cyklopentylpurin, 2,6-dichlor-9-
(tetrahydropyran-2-yl)purin,  2,6-dichlor-9-(tetrahydropyran-4-yl)purin,  2,6-dichlor-9-
cyklopentylpurin  pro  pfipravu  N9-derivatt BAPu  byly  nasyntetizovany
na Oddéleni chemické biologie a genetiky Centra regionu Hana panem Mgr. Vaclavem
Mikem, Ph.D.

Suchéa rozpoustédla byla pfipravena dvéma zpusoby: N,N-dimethylformamid byl
vysusen stanim nad aktivovanym 3 A molekulovym sitem (20% m/v) po dobu nejméné
72 hod pod chlorkalciovym uzavérem (Bradley a kol., 2010). Suchy tetrahydrofuran byl
pfipraven destilaci ze smési tetrahydrofuran, sodik a benzofenon.

Roztok PBS (1 1) byl pfipraven rozpusténim 3,58 g Na,HPO, x 12 H.O; 0,2 g
KH,POy,; 8 g NaCl; 0,2 g KCI v 950 ml H,O s naslednou upravou pH na 7,4, doplnénim
vody na objem 1 | a pfefiltrovanim (0,22 pm filtr) pfipraveného roztoku. TAE pufr
10x (0,5 I) byl pfipraven smichanim 199,8 ml 1M TRIS pH 8,8; 8 ml koncentrované
ledové octové kyseliny; 10 ml 0,5M ethylendiamintetraoctové kyseliny s naslednou

Upravou pH na hodnotu 8 a doplnénim vody na pozadovany objem.
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5.2 Biologicky material

Cirkadianni test byl provadén na lidské osteosarkomové bunécné linii U20S
s BMAL1-LUC reporterem (ATCC® HTB-96™). V mRNA sestfihovém testu byla pouZita
linie lidskych fibroblastd odvozena od pacientd s familiarni dysautonomii (Coriell
GMO04663). Pri kultivaci adherentnich bunék pro oba biotesty bylo pouzito DMEM
médium (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, 500 ml) s pfidavkem NaHCO; (1,85 g).
Finalni médium (10%, 500 ml) pro cirkadianni test se sklddalo z DMEM média bez
fenolové Cervené s NaHCOj; (445 ml), fetalniho bovinniho séra (50 ml) a smési
antibiotik (Penicilin 100 IU/ml/Streptomycin 100 ug/ml, 5 ml). Finalni médium pro
mMRNA sestfihovy test (10%, 500 ml) obsahovalo navic fenolovou Cerver a L-glutamin
(5 ml).

5.3 Metody

Mikrovinna syntéza byla provadéna v mikrovinném reaktoru Discover SP CEM
Corporation. Reakce probihaly v uzavifenych ampulich v dynamickém rezimu za pouziti
nasledujicich podminek: doba vyhfevu (ramp time) - 2 min, doba reakce (hold time) -
15 min, vykon (power) - 200 W, funkce powermax zapnuta, teplota - 120 °C, tlak - max,
michani (stirring) - vysoké.

Za pomoci tenkovrstevné chromatografie (TLC) na hlinikovych destiCkach
se silikagelem 60 Fs54 (Merck) byl kontrolovan prabéh reakci. Jako mobilni faze byly
vyuzity smési chloroform/methanol (9:1) a petrolether/ethyl-acetat (1:1). Vizualizace
vysledkd byla provedena pomoci UV lampy Camag pfi 254 nm nebo s vyuzitim
vizualizacnich cCinidel manganistnu draselného a vanilinu. Roztok manganistanu
draselného byl pfipraven rozpusténim 2 g manganistanu draselného, 20 g uhli€itanu
draselného v 5 ml 5% hydroxidu sodného a 300 ml vody. Roztok vanilinu byl pfipraven
smichanim 3,2 g vanilinu, 200 ml ethanolu, 1 ml koncentrované kyseliny octové a 2 ml
koncentrované kyseliny sirové.

Pripravené latky byly precistény pomoci sloupcové kapalinové chromatografie
ve sklenénych kolonach naplnénych silikagelem Davisil LC60A 40-63 Micron
(GraceDavison) s mobilni fazi chloroform/methanol s gradientem methanolu, popfipadé
petroether/ethyl-acetat s gradientem ethyl-acetatu. Nékteré z produktua byly precistény
pomoci preparativni HPLC na pfistroji Infinity 1l 1260/1290 (Agilent Technologies, Inc.)
na koloné Prep-C18 (21,2x50 mm, 5 um) s pouzitim vody a MeOH jako organického

rozpoustédia.
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Pomoci vysokouc€inného kapalinového chromatografu spojeného s tandemovym
hmotnostnim spektrometrem (HPLC-DAD-MS, HPLC Aliance 2695 separation module,
Waters; PDA 996 detector, Waters; MS Q-Tofmicro, Waters) byla ovéfena
spektrofotometricka Cistota a molekulova hmotnost pfipravenych latek. Vzorky byly
rozpustény v DMSO na koncentraci 1 mg/ml, a dale nafedény pocate¢ni mobilni fazi
na finalni koncentraci 10 ug/ml. Na kolonu s reverzni fazi C18 Symmetry (Waters)
s parametry 150 mm x 2,1 mm a porovitosti 3,5 um bylo nastfiknuto 10 pl vzorku.
Separace probihala gradientovou eluci (0 min - 90 % A; 24 min - 10 % A; 35 min -
10 % A; 36 min - 90 % A; 45 min - 10 % A) o rychlosti pritoku 0,2 ml/min. Mobilni fazi
A tvofil 15mM HCOONH, (pH 4,0) a jako organicky modifikator byl pouzit methanol.
Analyty byly detekovany pomoci DAD detektoru v rozsahu vinovych délek 210-400 nm.
Z HPLC byl eluent veden do iontového zdroje s pozitivni ionizaci (ESI*) s naslednou
detekci iontll ve FULLSCAN maédu v rozsahu m/z 50-1000. lontovy zdroj byl vyhfivan
na teplotu 110 °C, zatimco k desolvataci dochazelo pfi teploté 250 °C s pouzitim
dusiku jako desolvatacniho i zamlzovaciho plynu. Kapilarni napéti bylo nastaveno
na 3 kV, na vstupni Stérbiné bylo napéti 20 V.

Pro potvrzeni struktury pfipravenych slou¢enin byla zméfena spektra nuklearni
magnetické rezonance (NMR) na spektrometru Jeol ECA-500 pfi frekvencich 500 MHz
("H) a 125 MHz (™C) v prostfedi deuterovaného dimethylsulfoxidu (DMSO-d).
Chemické posuny (8) byly kalibrovany na signal rozpoustédla 'H= 2,49 ppm
pro DMSO-ds a'*C= 39,5 ppm pro DMSO-ds.

5.4 Syntéza

5.4.1 Syntéza meziprodukti pomoci Mitsunobu alkylace (I-1X)

PPhs, DIAD, R-OH
J\)\/E ) THF325 °C, 1 hod J\)\/E \>

I: R'= H-, R2= 2-(terc-butoxy)ethyl-  V: R'=Cl-, R?= 2- |sopropoxyethy|-
Il: R'= H-, R?= 4-methoxybutyl- VI: R'= CI-, R%= 2-(terc-butoxy)ethyl-
lll: R'= H-, R2= tetrahydrofuran-3-yl- VII: R'= Cl-, R?= 3-methoxypropyl-
IV: R'= H-, R%= tetrahydropyran-4-yl- VIII: R'= Cl-, R%= 4-methoxybutyl-
IX: R'= CI-, R%= tetrahydrofuran-3-yl-

Schéma 1. Postup pripravy meziproduktii pomoci Mitsunobu alkylace.

K suspenzi 6-chlorpurinu/2,6-dichlorpurinu (1 ekv.), trifenylfosfinu (1,2 ekv.)
a pfislusného alkoholu (1,2 ekv.) v suchém THF (koncentrace vychoziho purinu 0,15M)
pod argonovou atmosférou byl za chlazeni ve vodni lazni pfikapan DIAD (1,2 ekv.).

Po pfidani DIADu byla vodni lazen odstranéna a reakcni smés byla michana 1 hod
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za laboratorni teploty a poté zakoncentrovana na rotacni vakuové odparce. Vedlejsi
produkt reakce trifenylfosfinoxid (PPh;O) byl odstranén krystalizaci za horka z toluenu.
Surovy produkt byl precistén pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi

petrolether/ethyl-acetat s gradientem ethyl-acetatu.

5.4.2 Alkylace N9-pozice s pouzitim K,COj3 jako baze

NH
N
N _DMF, K;,CO3, R-Br N/i \
J\/K/E > T 25°C, 24hod. 1J|\ P N>
N \
R2

6: R'=H-, R2= 2-bromethyl-  8: R'= Cl-, R?= 2-bromethyl-
7: R'=H-, R?= 2chlorethyl-  9: R'= Cl-, R%= 2-chlorethyl-

Schéma 2. Obecny postup pripravy N9-derivatii odvozenych od benzylaminopurinu.

Ksuspenzi BAP/2-chlorBAP (1 ekv.), K,CO; (2,5 ekv.) vsuchém DMF
(koncentrace vychoziho purinu 0,15M) michané 20 minut pod argonovou atmosférou
bylo pfikapano alkyla¢ni Cinidlo (1,2 ekv.). Vysledna reakéni smés byla michana
24 hod za laboratorni teploty. Po odreagovani vychozi latky byla reakéni smés nalita
do studené vody (10 ml) a extrahovana do ethyl-acetatu (5% 10 ml). Spojené organické
faze byly promyty solankou (2x 10 ml), vysuSeny (Na,SO,) a zahu$tény na rotacni
vakuové odparce. Surovy produkt byl pfecistén pomoci sloupcové chromatografie

s mobilni fazi chloroform/methanol s gradientem methanolu.

5.4.3 Nukleofilni substituce v poloze C6 — standardni postup

R®

Cl NH
N ét N\> Et;N, benzylamin/furfurylamin N 4& N\>
R J\\N N n-PrOH, 100 °C, 4 hod R! J\\N N
R? R2
1: R'= H-, R2= cyklopentyl-, R3= benzyl- 14: R'= Cl-, R2= 2-isopropoxyethyl-, R3= furfuryl-

2: R'= H-, R2= tetrahydrofuran-2-yl-, R3= benzyl- 15 R:= Cl-, Rz= 2-(ter c-butoxy)ethyl-,3 R®= furfuryl-
3: R'= H-, R2= tetrahydropyran-2-yl-, R3= benzyl- 16 R'= Cl-, R*= 3-methoxypropyl-, R*= furfuryl-
4: R'= Cl-, R%= cyklopentyl-, R3= benzyl- 17: R'= Cl-, R?= 4-methoxybutyl-, R3= furfuryl-
. Rl= 2 3
5: R1= Cl-, R2= tetrahydropyran-Z-yI-, R3= benzyl— 18: R'=ClI-, R*= tetrahydrofuran-3-yl-, R°= furfuryl-
19: R'= Cl-, R?= tetrahydropyran-4-yl-, R3= furfuryl-

Schéma 3. Syntéza vyslednych produkta substituci v poloze C6.

Smés, vychoziho  N9-derivatu  6-chlorpurinu/2,6-dichlorpurinu (1 ekv.),
benzylaminu/furfurylaminu (1,2 ekv.) a triethylaminu (Et;N) (2,5 ekv.) v n-propanolu
(koncentrace vychoziho purinu 0,15M), byla michana v tlakové ampuli 4 hod pfi teploté
100 °C. Po ukonceni reakce byla reakéni smés zahusténa za snizeného tlaku. Vznikly

odparek byl rozsuspendovan ve studené vodé (10 ml) a extrahovan do EtOAc
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(5% 10 ml). Spojené organické frakce byly promyty solankou (2x 10 ml) a vysuSeny
(Na,SO,). Po zahusténi organické faze na rotani vakuové odparce byl surovy produkt
purifikovan  pomoci  sloupcové chromatografie s pouzitim  mobilni  faze
chloroform/methanol s gradientem MeOH nebo petrolether/ethyl-acetat s gradientem

ethyl-acetatu.

5.4.4 Nukleofilni substituce v poloze C6 pomoci mikrovinného zareni

q\o

¢l NH
N)IN\> MW, EtsN, furfurylamin N)IN\>
k\N N’ MeOH, 120 °C, 15 min k\N N
R1 R1

10: R'= H-, R%= 2-(terc-butoxy)ethyl-
11: R'= H-, R%= 4-methoxybutyl-

12: R'= H-, R2= tetrahydrofuran-3-yl-
13: R'= H-, R?= tetrahydropyran-4-yl-

Schéma 4. Postup pripravy derivatt odvozenych od 6-chlorpurinu v mikrovinném reaktoru.

Smés N9-derivatu 6-chlorpurinu (1 ekv.), furfurylaminu (1,5 ekv.) a Et;N (2,5 ekv.)
v MeOH (koncentrace vychoziho purinu 0,25M) byla zahfivana v mikrovinném reaktoru
15 minut pfi 120 °C. Po ukonceni reakce byla vysledna smés zahusténa za snizeného
tlaku, rozsuspendovana ve studené vodé (10 ml) a extrahovana do EtOAc (5% 10 ml).
Spojené organické frakce byly promyty solankou (2x 10 ml), vysuSeny bezvodnym
siranem sodnym a odpafeny. Surovy produkt byl precistén pomoci sloupcové

chromatografie a mobilni faze chloroform/methanol s gradientem methanolu.
5.5 Biologické testovani

5.5.1 Testovani viivu na cirkadianni rytmus

Cirkadianni test byl provadén v 384-jamkovém systému na lidské osteosarkomové
bunécné linii U20S obsahujici BMAL1-LUC reportér. Buriky byly kultivovany v médiu
DMEM s 10% fetalnim bovinnim sérem v stabilni atmosféfe (37 °C, 5,5 % CO,)
a subkultivovany kazdé 2-3 dny. Pro zaznam rytmu bylo naockovano 10 000
bunék/jamka v 20 yl DMEM média s 10% fetalnim bovinnim sérem. Po dvou dnech
byly buriky oSetfeny testovanymi slou€eninami ve dvou koncentracich (finalni
koncentrace pro derivaty KIN: 5,6uM a 50uM, pro derivaty BAP: 10uM a 50uM)
v sedmi opakovanich nebo DMSO pomoci davkovace Echo Nanodrop s pfidavkem
70 pl DMEM média s 10% fetalnim bovinnim sérem bez fenolové Cervené s vysokym

obsahem glukosy obohaceného o HEPES (10mM) a luciferin (0,1mM). Desti¢ka byla
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pfekryta PCR félii. Luminiscence kazdé jamky byla méfena 11 sekund kazdou hodinu
po dobu 6 nebo 7 dni pomoci pfistroje M2 Tecan reader. Analyza experimentu byla
provedena pomoci skriptu v R softwaru, ktery prolozil naméfenymi body periodickou
funkci. Prvnich 20 hodin méfeni bylo vyfazeno, naslednych 100 hodin bylo pouZito

pro analyzu.

5.5.2 mMRNA sestfihovy test

Sestfihovy test byl provadén v 96-jamkovych deskach na linii lidskych fibroblastl
odvozenych z pacientd s familiarni dysautonomii o koncentraci 8000 bunék/jamka
v 80 pyl DMEM média s 10% fetalnim bovinnim sérem. Buriky byly po napipetovani
kultivovany v inkubatoru 24 hod, pfi teploté 37 °C a CO, atmosféfe (5,5 kPa).
Testované latky byly rozpustény v DMSO (100mM) a nafedény DMEM médiem
s 10% fetalnim bovinnim sérem na koncentraci (100uM). Po 24 hodinové inkubaci
a zkontrolovani bunék pod mikroskopem byly pfipravené latky v duplikatu pfidany
do 96-jamkové desticky (20 pl/jamka, finalni koncentrace testované latky 20uM).
Jako pozitivni kontrola byl pouzit kinetin. OSetfena desticka byla inkubovana 24 hod
(37 °C, 5,5 kPa COy,).

Nasledujici den byla provedena izolace mRNA z bunék pomoci kitu TurboCapture
384 mRNA. Pifed samotnou izolaci byly buriky promyty v PBS. Izolace byla zahajena
pfidanim TCL pufru (50 pl/jamka) obsahujicim 1% B-merkaptoethanol. Po 5 min
inkubaci za laboratorni teploty byly buriky pfeneseny do TurboCapture plate 384 (TP9),
prekryty AlumaSeal Il félii, stoCeny na centrifuze (10 000 g/30 s) a inkubovany
(90 min, laboratorni teplota) na tfepacce (250 rpm) ve tmé. Po uplynuti inkubace byl
z jednotlivych jamek odsan lyzat a jednotlivé jamky byly promyty TCW pufrem
(2x 30 pl) s naslednym pfidanim TCE pufru (20 pl/jamka). Po kratké centrifugaci
(10 000 g/30 s) byla prekryta destiCka inkubovana na termobloku (5 min, 65 °C).
Po uplynuti inkubace a zchladnuti desticky na laboratorni teplotu byla vyizolovana RNA
pfenesena do mikrozkumavek (stripQ).

V dalSim kroku byla provedena reverzni transkripce za pouziti High-Capacity cDNA
Reverse Transcription kitu. Jednotlivé slozky smési premixu v poZzadovaném objemu
(Tabulka 3) byly napipetovany do stripa.

Tabulka 3. Slozeni RT-PCR premixu pro 1 vzorek.

Objem pro 1 vzorek (pl)

10x RT pufr 2
25x dNTP Mix 0,8
10x RT Random primers 2
Multi Scribe Reverse Transcriptase 1
DEPC-Treated Water 4,2
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Stripy byly kratce stoCeny v minicentrifuze a vloZzeny do cycleru. RT-PCR probihala

podle pfednastaveného protokolu (Tabulka 4).

Tabulka 4. Teplotni paramatry protokolu pro prepis mRNA do cDNA.
Teplota (°C)  Cas (min)

1. faze 25 10
2. faze 37 120
3. faze 85 5
4. faze 4 -

Po dokonéeni reakce byly vzorky pouzity pro polymerazovou fetézovou reakci

(PCR). Do sterilnich stript byly rozpipetovany jednotlivé chemikalie PCR premixu

(Tabulka 5) a 2 pul cDNA.

Tabulka 5. Slozeni PCR Jump premixu.

Objem pro 1 vzorek (pl)

sterilni voda 14,72
dNTP 10 mM 0,72
10x PCR pufr 2
forward primer 0,18
reverse primer 0,18
Jump Start Tag DNA Polymerasa 0,2

Po stoeni na minicentrifuze byly stripy umistény do cycleru, kde podle

pfednastaveného protokolu byla provedena PCR reakce s34 teplotnimi cykly

(Tabulka 6). Nasledné byly vzorky ochlazeny na 4 °C a rozdéleny pomoci

elektroforetické separace v horizontadlnim uspofadani v 1,5%
pfi napéti 120 V po dobu 40 — 60 min.

Tabulka 6. Parametry protokolu klasické PCR.

Teplota (°C) Cas (s)

pocate¢ni denaturace 94 300

denaturace 94 40

annealing 63,8 30

extenxe 72 90

finalni extenze 72 300
ochlazeni 4

agarézovém gelu

Agaréza byla rozpusténa v 1xTAE pufru (pH 8) a rozvafena v mikrovinné troubé.

K horkému gelu bylo pfidano barvivo GelRed Nucleic Acid Stain (5 pl na 100 ml). Gel
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byl ponechan zchladnout zhruba na 60 °C, a poté byl nalit do elektroforetické vany.
Po ztuhnuti gelu (30 min) byla vana naplnéna 1xTAE pufrem. Do prvni jamky gelu byl
nanesen marker molekulové hmotnosti (3 ul, 50 bp DNA Ladder). Do dalSich jamek
byly naneseny jednotlivé produkty PCR (10 ul) smichany s 10x DNA nanaSecim
pufrem (1 pl). Pro detekci a vizualizaci byly pofizeny snimky geld pomoci
UV-transiluminatoru FLA-4000 (Fuijifilm).

5.5.3 Standardni cytokininové biotesty

Biologicka aktivita vybranych slou€enin byla otestovana pomoci dvou standardnich
cytokininovych biotestu (tabakovy kalusovy biotest a senescenéni biotest), které byly
provedeny dle modifikovaného postupu v pfilozené publikaci (Holub a kol., 1998).

Tabakovy kalusovy biotest byl proveden na kalusové kultufe cytokinin-
dependentniho tabaku (Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin 38). Kalusova kultura byla
kultivovana v 6-jamkovych deskach (0,1 g kalusu, rozdéleného na 3 dily/jamku)
na pevném MS médiu s testovanou latkou (3 ml/jamku) po dobu &tyf tydnl (24 °C,
ve tmé). Pfipravené latky byly rozpustény v DMSO, nafedény do média a testovany
v koncentraéni rozsahu 10°-10*M. Jako pozitivni kontrola byl pouzit BAP. Biologicka
aktivita testovanych latek byla stanovenana na zakladé relativniho narustu hmotnosti
kalusu.

Senescencéni  biotest byl proveden na listovych segmentech pSenice
(Triticum aktivum L. cv. Aranka). Obilky byly promyty pod tekouci vodou (24 hod),
vysety do vermikulitu nasyceného Hoaglandovym Zivnym roztokem a ponechany rist
v kultivaéni komore (16 hod den/8 hod noc, 7000 Ix) pfi teploté 22 °C po dobu jednoho
tydne. Ze sazenic byly odebrany primarni listové segmenty o délce 3,5 cm, které byly
zastfihnuty a kombinovany (4 kusy, celkova hmotnost 0,1 g/jamka), ponofeny bazalni
¢asti do jamky obsahujici testované slou€eniny (150 pl/ jamka) a kultivovany
v uzavieném plastovém boxu (24 °C, 96 hod, tma) s navlhéenym filtraCnim papirem,
aby se zabranilo vysychani segmentu. Residualni chlorofyl byl extrahovan zahfatim
listovych segmentl v 5 ml 80% (v/v) ethanolu pfi teploté 80 °C po dobu 10 min. Objem
ziskaného extraktu byl dopIlnén na 5 ml a byla zméfena jeho absorbance pfi 665 nm.
Ziskané hodnoty byly porovnany s hodnotami ziskanymi z vytazkl z Cerstvych listd
(po oddéleni skladovano pfi teploté — 80 °C) a zlistd péstovanych v deionizované

vodé.
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6 Vysledky a diskuze

Pfipravené latky byly testovany jednak na reportérové linii umoznujici sledovat vliv
na cirkadianni rytmus, jednak na fibroblastech s mutaci vedouci k aberantnimu sestfihu
pre-mRNA genu ELP1. Spoleénym jmenovatelem vSech pfipravenych produkta je
dusikata heterocyklicka slouCenina purin, ktery mimo jiné predstavuje zakladni kostru
rostlinnych hormond cytokininG. Kinetin a N6-benzylaminopurin jsou vyznamnymi
zastupci aromatickych cytokininl. V ramci syntetické ¢asti jsme se zabyvali pfedevSim
derivaty kinetinu. Plvodné byl kinetin identifikovany jako latka s cytokininovou aktivitou
(Miller a kol., 1955), protoze uz pfi velmi nizkych koncentracich specificky podporoval
déleni bunék, neboli cytokinesi (Miller a kol., 1956). Dlouho byl povazovan
za synteticky produkt a jeho pfFitomnost v rostlinném materidlu byla prokazana
az v roce 2005 (Ge a kol., 2005). Kromé déleni rostlinnych bunék (Miller, 1961), kinetin
v rostlinach ovliviiuje prfedevsim senescenci (Richmond a Lang, 1957), aktivitu
antioxidacnich enzymu (Barciszewski a kol., 1997), fotosyntézu (de Moura a kol., 2018)
a mnohé dalSi. Kinetin naSel vyuziti nejen v rostlinné Fisi, ale i ZzivoCisné. Bylo
prokazano, Ze Kkinetin zpomaluje starnuti a prodluZuje Zivot Drosophily
(Sharma a kol., 1995), u hadatka chrani buriky pfed oxidativhim a tepelnym stresem
(Kadlecova a kol., 2018) a diky fotoprotektivni aktivité chrani lidské fibroblasty
pFed oxidativnim stresem (Honig a kol., 2018). Byly prokazany pozitivni uc€inky kinetinu
na néktera neurologickd onemocnéni jako Huntingtonova choroba (Bowie a kol., 2018)
a familiarni dysautonomie (Slaugenhaupt a kol., 2004). V souasné dobé se kinetin
nachazi ve druhé fazi Kklinického testovani vac&i familiarni  dysautonomii
(www.clinicaltrials.gov).

Benzylaminopurin je dalSi zajimavou slouCeninou ze skupiny aromatickych
cytokinind. Stejné jako kinetin se podili na regulaci proliferace, diferenciace
a senescence Vv rostlinnych i lidskych bunkach (Dolezal a kol.,, 2006). Vysledky
nékterych studii ukazuji potencionalni uplatnéni benzylaminopurinu a jeho derivata
jako léciva pro urCité typy leukémii (Ishii a kol., 2002) a cirkadianni poruchy
(Lee a kol., 2019). Zajimavou slou€eninou modulujici cirkadianni rytmus je longdaysin
(6-[(3-trifluormethyl)benzylamino]purin). Byl identifikovan jako inhibitor CK1, ktery
vykazuje cytotoxicitu pfi koncentraci 71mM a je strukturné blizky inhibitordm
cyklin-dependentnich kinas (CDK) s protinadorovou aktivitou (Roskovitin, Olomoucin II)
(Zatloukal a kol.,, 2013). Strukturni zaklad longdaysinu tvofi molekula
benzylaminopurinu, proto jsme se rozhodli nalézt vhodnou modifikaci, ktera by lépe

modulovala aktivitu a dynamiku cirkadianniho rytmu.
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Pro pfipravu derivati BAPu byly pouzity dvé syntetické cesty (Schéma 5).
V prvnim pfipadé byl nejdfive k molekule 6-chlorpurinu/2,6-dichlorpurinu pomoci
hydroaminace (v pfipadé THF a THP substituentl) nebo Mitsunobu alkylace
(cyklopentyl) pfipojen N9 substituent a v dalSim kroku byla provedena nukleofilni
substituce v poloze C6. Ta probihala pro uplné odreagovani vychozi latky v nadbytku
benzylaminu (1,2 ekv.) a pomocné baze triethylaminu (2,5 ekv.) 4 hodiny pfi teploté
100 °C (1-5).

cl cl E E cl
N
N™ N\ N9-substituce N~ N C6-substituce N NQaIkyIace N CG substltuce \>
A~ ) A~ 0 /u > H/CI N
N N\R N~ H

N N H/CI H/CI H/C|

Schéma 5. Syntetické vétve pripravy derivati BAP.

Vytézky produktu byly obecné nizké, pohybovaly se v rozmezi od 35 do 73 %, coz bylo
zpusobeno prevazné ztratami pfi Cisténi latek. Pro purifikaci produkt( byla zvolena
chromatograficka kolona s mobilni fazi petroether/ethyl-acetat s gradientem
ethyl-acetatu, protoZze standardné pouzivana mobilni smés chloroform/MeOH byla
pro tyto latky pfili§ polarni.

Ve druhém pfipadé (latky 6-9) byla nejdfive provedena nukleofilni substituce
na 6-chlorpurinu/2,6-dichlorpurinu v poloze C6, s naslednou pfimou alkylaci
na dusikovém atomu v pozici 9. Postup alkylaéni reakce za heterogennich podminek
byl zkombinovan dle pfilozenych publikaci s malymi Upravami (ltaya a kol., 1980,
(Ramzaeva a kol.,, 1987). Reakce probihala za laboratorni teploty v suchém DMF
pod Ar atmosférou, s nadbytkem alkylacniho €inidla (1,2 ekv.) a v pfitomnosti uhli€itanu
draselného (2,5 ekv.) jako heterogenni baze po dobu 24 hodin. V pfipadé produktu
8 nedoslo k odreagovani vychozi latky, proto byla reakéni smés 1 hodinu inkubovana
pfi 50 °C. Vytézky produktl se pohybovaly v rozmezi 29 — 85 %. Dlvodem snizeni
vytézku byl vznik minoritniho podilu N7-isomeru, ktery se bohuzel ani v jednom
z pfipadl nepodafilo ziskat. Nizky vytézek v pfipadé latek 6 a 8 byl zpusoben
neuplnym odreagovanim vychozi latky a ztratou ¢asti produktu pfi jeho purifikaci.

Benefitem pfipravy 2-chlor derivatu byla jejich niz§i rozpustnost ve vodé, coz nam
usnadnilo zpracovani reakéni smési. Po naliti reakéni smési do studené vody doslo
k vykrystalizovani pevného produktu v relativné vysoké Cistoté, coz nam v pfipadé
(latky 5) wurychlilo purifikaci. Pfipravené derivaty BAPu a jejich zakladni

fyzikalné-chemické parametry jsou prehledné shrnuty v tabulce (Tabulka 7).
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Tabulka 7. Pfrehled N9-derivati BAPu a jejich fyzikalné-chemické vlastnosti. THF — tetrahydrofuran-2-
yl, THP — tetrahydropyran-2-yl, A petrolether/ethyl-acetat (1:1, v/v), ®) chloroform/methanol (9:1, viv).

e m Ve me T Eras Rew
1 -H cyklopentyl 56 25,60/99,9 2944 0,15"
2 -H THF 35 22,63/99,3 296,3 0,75°
3 -H THP 44 23,92/99,9 310,1 0,64°
4 -Cl cyklopentyl 73 28,85/99,9 328,4 0,24"
5 -Cl THP 46 27,38/99,9 344.4 0,67°
6 -H 2-bromethyl 29 26,63/98,7 332,5 0,76®
7 -H 2-chlorethyl 61 23,12/99,5 288,5 0,77°
8 -Cl 2-bromethyl 40 27,02/99,9 366,6 0,66%
9 -Cl 2-chlorethyl 85 26,58/98,7 322,6 0,64°

Derivaty odvozené od kinetinu byly pfipraveny dvoukrokovou syntézou. Cilem
syntézy byla optimalizace N9-substituentu pro cirkadianni assay. V prvnim kroku byly
do N9-pozice na purinovém skeletu zavedeny substituenty pomoci Mitsunobu alkylace,
jelikoz vychozimi latkami byly pFislusné alkoholy. K suspenzi 6-chlorpurinu/
2,6-dichlorpurinu, trifenylfosfinu a pfislusného alkoholu v suchém THF pod argonovou
atmosférou byl za chlazeni ve vodni lazni pfikapan DIAD. Po pfidani DIADu byla vodni
lazeh odstranéna a reakéni smés byla michana 1 hod za laboratorni teploty.
Po uplynuti reakéni doby bylo provedeno kontrolni TLC pro ovéfeni uUplného
odreagovani vychozi latky. V pfipadé latek Ill, IV, VII a IX bylo kvili neodreagovani
vychoziho purinu zvy$eno mnozstvi jednotlivych €inidel o 0,8 ekv. a byla prodlouzena
reakéni doba o 1 hodinu. V pfipadé latky IV, kdy alkoholem byl oxan-4-ol, nedoslo
k odreagovani VL, ani po zahfati, proto bylo k reakéni smési pfidano dal§i mnoztvi
jednotlivych &inidel (0,5 ekv.) a reakéni doba byla zvySena o dalSi hodinu. Ve dvou
pfipadech vybranych substituentll (oxan-3-ol, pentan-3-ol) se pfislusné prekurzory
nepodafilo pfipravit (Obr. 17), ani Upravou mnozstvi reakCnich Cinidel, reakéni doby

a teploty reakce na 50 °C a posléze 70 °C.

OH
1 \/?i/
oxan-3-ol pentan-3-ol

Obr. 17. Struktury substituentt, které nebylo mozné zavést na molekulu purinu.

Hlavnim divodem byla pravdépodobné v pfipadé oxan-3-olu nevhodna geometrie
molekuly a u pentan-3-olu nedoslo k reakci diky stérické zabrané. V nasledujici tabulce
(Tabulka 8) jsou shrnuty pfipravené meziprodukty a jejich zakladni fyzikalné-chemické

vlastnosti.
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Tabulka 8. Piehled meziprodukti pripravenych Mitsunobu alkylaci a jejich fyzikalné-chemické

A

vlastnosti. THF-3-yl = tetrahydrofuran-3-yl, THP-4-yl = tetrahydropyran-4-yl, )" chloroform/methanol

(9:1, viv), ®) petrolether/ethyl-acetat (1:1, v/v).

e 2w K EC T Ewrws  Remon

| -H 2-(terc-BuO)ethyl 89 17,52/98,8 255,2 0,385

[ -H 4-MeObutyl 67 13,61/84,1 241,2 0,37

I H THF-3-yl 23 9,93/92,5 225,1 0,55"
\Y -H THP-4-yl 42 11,76/99,9 239,1 0,50"
Vv -Cl 2-iPrOethyl 74 23,52/99,9 275,3 0,65"
v -Cl  2-(terc-BuO)ethyl 76 25,25/96,2 289,4 0,59"
VI -Cl 3-MeOpropyl 74 16,81/90,3 262,1 0,41"
VIl -Cl 4-MeObutyl 44 21,88/56,4 275.4 0,50"
IX -Cl THF-3-yl 64 18,85/61,4 259,4 0,37"

Vyhodou Mitsunobu alkylace je relativné kratka reakcéni doba, naopak obrovskou
nevyhodou je vznik velkého mnozstvi vedlejSiho odpadniho produktu trifenylfosfinoxidu
(PPh30), ktery se z reakeni smési velmi Spatné odstranuje. V ramci nasi vyzkumné
skupiny se hlavnim krokem odstranéni PPh;O stala rekrystalizace reakéni smési
v toluenu, kdy je odkrystalovana prevazna ¢ast PPh;O a redukovaného DIADu,
s naslednou chromatografickou purifikaci filtratu s mobilni fazi petrolether/ethyl-acetat
s gradientem ethyl-acetatu. Bohuzel, u vétSiny pfipadl se nepodafilo zcela oddélit
veSkery PPh3;0O od produktu. V pFipadé derivatt bez chloru v C2 poloze (latky I, I, IV)
byla separace produktu od PPh;O jednodudsi s pouzitim pouze jedné
chromatografické kolony s Cistotou pohybujici se vrozmezi 93 — 99,9 %. Derivaty
obsahujici chlor na purinovém kruhu v poloze C2 naopak mély velmi obdobny retenéni
nedoSlo ani po nékolikerém chromatografickém precisténi (obsah PPh;0,
1:1 HPLC-UV/VIS detekce). Neékteré intermediaty (ll, VI, IX a 2,6-dichlor-9-
(tetrahydropyran-4-yl)purin) s nizSi Cistotou, kvili obsahu PPh;O, byly pouzity pro
syntézu finalniho produktu s cilem zcela precistit az vysledny produkt. Obrovskou
nevyhodou tohoto rozhodnuti byl v pfipadé 19 vznik komplexti s PPh;O nebo velmi
blizky reten¢ni €as finalniho produktu s PPh;O (11, 17, 18). Z tohoto dlvodl byla
u intermediatt Il a IV vyzkouSena precipitace PPh;O pomoci ZnCl,
(Batesky a kol., 2017). Reakci PPh3O s 2 ekv. chloridu zine€natého v ethyl-acetatu
za laboratorni teploty doslo po 24 hod k tvorbé komplexu ZnCl, s PPh;0 v podobé bilé
srazeniny, ktera byla odstranéna filtraci. Diky tomuto pfecisténi doSlo k vyrazné redukci
obsahu PPh;O na pouhych 10 %. Vytézky prekurzorli se pohybovaly v rozmezi

23 — 89 %. Niz8i vytézky byly také zpusobeny vznikem mensich mnozstvi N7 isomerd,
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které se nam také bohuzel ani vjednom pfipadé nepodafilo pomoci sloupcové
chromatografie ziskat.

Dal§im krokem syntézy byla pfiprava finalnich produktd, ktera se liSila v zavislosti
na tom, zda intermediat obsahoval nebo neobsahoval chlor v pozici C2. Meziprodukty
s chlorem v pozici C2 (latky V-IX) byly pfipraveny analogicky jako derivaty BAPu (latky
1-5) — zahfivanim s nadbytkem furfurylaminu, Et;N v n-PrOH. Produkty byly
chromatograficky precistény s pouzitim mobilni faze chloroform/methanol s gradientem
MeOH. Jak bylo zminéno vyse, u intermediatli s obsahem PPh;O doslo k odreagovani
purinu, ale u produktd (11, 17, 18) byl diky obdobnému retenénimu faktoru problém
s odstranénim PPh;0, ktery se podafilo vyfesit az purifikaci pomoci preparativni HPLC.
V pfipadé latky 19 doslo ke vzniku komplexu purinu s PPh3O (v HPLC chromatogramu
jeden pik). Pomoci NMR bylo uréeno, Ze komplex obsahoval zhruba 4 % PPh;O.

Benefitem pfipravy finalnich produktll neobsahujicich chlor v pozici C2 byla
moznost pouziti mikrovinného reaktoru, protoze v pfipadé derivati s chlorem v pozici
C2 hrozi 2,6-disubstituce. Pro syntézu byl pouzit optimalizovany postup dle pfilozené
publikace (Huang a kol., 2007). Reakce probihala v nadbytku reakcnich cinidel
za pouziti methanolu jako rozpoustédla. Hlavni vyhodou mikrovinné syntézy je
obrovské snizeni reakéni doby ze 4 hodin na 15 minut a usnadnéni precisténi filnalniho
produktu, coz vedlo ke zvySeni vytézku finalnich produktd. Vytézky reakci vSech
produktu se pohybovaly v rozmezi 23 — 72 %. NizSi vytézky byly zplsobeny pfedevSim
ztratami pfi naro¢né purifikaci. V nasledujici tabulce jsou shrnuty fizikalné-chemické

vlastnosti nasyntetizovanych derivatd kinetinu (Tabulka 9).

Tabulka 9. Prehled pfipravenych finalnich produkti N9-derivati kinetinu a jejich fyzikalné-

chemické vlastnosti. THF-3-yl = tetrahydrofuran-3-yl, THP-4-yl = tetrahydropyran-4-yl,
A chloroform/methanol (9:1, viv)
N

10 -H  2-(terc-BuO)ethyl 48 19,89/99,9 316,2 0,50A
11 -H 4-MeObutyl 47 17,53/99,9 302,2 047"
12 -H THF-3-yl 65 14,99/99,9 286,2 0,32A
13 -H THP-4-yl 72 15,96/93,7 300,2 0,35"
14 -Cl 2-iPrOethyl 23 26,00/99,9 336,6 0,61A
15 -Cl  2-(terc-BuO)ethyl 25 23,13/99,9 350,2 0,69A
16 -Cl 3-MeOpropyl 49 20,31/96,7 3221 0,43A
17 -Cl 4-MeObutyl 49 21,00/99,3 336,2 0,64A
18 -Cl THF-3-yl 26 19,56/99,9 320,1 0,65A
19 -Cl THP-4-yl 37 24,52/99,5 334,6 0,57A
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V cirkadiannim testu byla sledovana schopnost latek modulovat periodu rytmu,
tzn. dobu trvani jednoho opakujiciho se cyklu, ktera u pouzitych bunék
(U20S s BMAL1-LUC reportérovym systémem) trva asi 23 hodin. Reportérovy systém
je zaloZzen na expresi luciferasy (LUC) pod kontrolou bmal1 promotoru, kdy hladiny
reportérového enzymu osciluji s ménicimi se hladinami BMAL1. Luciferasa katalyzuje
rozklad pfitomného luciferinu na produkty v excitovaném stavu, které prebytek energie
emituji ve formé svétla v rozmezi vinovych délek 550 — 570 nm. Signal luminiscence
z prislusnych jamek byl sniman 11 sekund 1% za hodinu po dobu jednoho tydne. Délka
experimentu byla umoznéna dostateCnym mnozstvim luciferinu a HEPES pufru.
Analyza vysledku byla provedena pomoci skriptu (CellularRhytm) v softwaru R. Kvdli
nedostate¢né synchronizaci bunék nebyla z celkovych 120 hod zaznamu brana v potaz
data z prvnich 20 hod méreni. Pfipravené latky byly testovany ve dvou koncentracich:
pro derivaty BAPu 10uM a 50uM, pro derivaty KIN 5,6uM a 50uM a jako kontrola byl
pouzit  superkinetin-THP (8-amino-6-furfurylamino-9-(tetrahydropyran-2-yl)purin).
V ramci série s benzylaminopurinem (Graf 1) vykazuji vSechny latky prodlouzeni
periody oproti kontrole. Obecné Ize fici, Ze testované latky vykazovaly markantng;si

prodlouzeni periody ve vy3§i testované koncentraci.
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Graf 1. Vliv latek na periodu (hod) cirkadianniho rytmu u derivati BAP. Vyraznéjsi zmény v periodé

byly pozorovany u latek 1, 4, 5, 9.

prodlouzeni periody oproti zbylym derivatiim na pouhych 27 hodin. Latky 2 a 3 ve své
molekule obsahuji heterocyklus (2: THF, 3: THP) a navic se jedna o chiralni
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slouCeniny, které vytvaii racemickou smés. Nasledovaly derivaty s jednoduchym
alkanovym fetézcem obsahujici halogen (latky 6-9), kdy ucinnéjsi byly latky s chlorem
v pozici C2, které prodlouzily periodu asi na 29 hod — 8 a 35 hod — 9. Nejvétsi
prodlouzeni periody zpUsobily latky 1 (39 hod), 4 (44 hod) a 5 (52 hod). V pfipadé latek
1 a 4 se jedna o derivaty obsahuijici cyklopentyl v poloze N9, s tim rozdilem, ze vétsi
prodlouzeni vykazovala latka 4 navic s chlorem v pozici C2. Latka 5 s nejvyraznéjSim
prodlouzenim periody obsahuje THP na N9-pozici a chlor na C2-pozici. Bohuzel se
jedna o chiralni slou€eninu, Cili biologicka aktivita se muze liSit v pfipadé
R a S enantiomeru. Z vysledkl vyplyva, Zze chlor v pozici C2 hraje vyznamnou roli
na jejich aktivitu. Co se tyCe substituentu na pozici N9, tak nejvyssi aktivitu vykazoval
THP a cyklicka slou¢enina cyklopentyl. Zajimavym poznatkem bylo, jak si mizeme
vSimnout na grafu, Ze v zadné testované koncentraci nedo$lo k projevim cytotoxicity.
Proto se nabizi moznost pouziti vysSich koncentraci testovanych latek nez 50uM,
kdy by pravdépodobné mohlo dojit k jeSté vyraznéjSimu posunu periody, ale s tim
problémem, Ze mize dochazet ke krystalizaci latek v médiu.

V ramci série latek odvozenych od kinetinu (Graf 2) dosSlo k nepatrnému
prodlouzeni periody v porovnani s derivaty BAPu. Biologicka aktivita byla pozorovana
pouze u latek 13, 18 a 19, kdy doSlo k prodlouzeni periody ve vysSi testované

koncentraci pfiblizné o 2, 4, respektive 9 hodin.
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Graf 2. Vliv latek na periodu (hod) cirkadianniho rytmu u derivata KIN. Jako pozitivni kontrola byl
pouzit SK-THP.
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K prodlouzeni periody doSlo u derivatd obsahujicich heterocyklicky kruh,
tetrahydropyran-4-yl (latky 13, 19), tetrahydrofuran-3-yl (latka 18). Stejné jako
u aktivnich derivatd odvozenych od benzylaminopurinu vykazuji slibn&jsi aktivitu
derivaty s chlorem v poloze C2 (latky 18, 19). NejvyraznéjSi prodlouzeni v obou
testovanych koncentracich vykazovala latka 19, jejiz prodlouzeni periody je zobrazeno
vgrafu 3. Problém pfedstavuji latky 12 a 18, které obsahuji chiralni uhlik
na N9-substituentu. Z tohoto divodu se muize jednat o smés R a S enantiomer(
s rozdilnou aktivitou, proto by bylo do budoucna vhodné odseparovat jednotlivé

enantiomery na chiralni koloné.
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Graf 3. Ukazka zaznamu méfeni luminiscence v jednotlivych jamkach 384-jamkové desky
a prolozeni periodické funkce. Primérna perioda kontroly je 23 hodin, v pfipadé latky 19 doslo

k prodlouzeni periody na 32 hodin.

V ramci obou serii z vysledkd vyplyva, Ze pro aktivitu je nezbytny atom chloru
v pozici C2 a cykloalkyl nebo oxacykloalkyl v pozici N9. VSechny aktivni latky
prodluzovaly periodu hodin. Vzhledem ke strukturni podobnosti s longdaysinem bylo
usouzeno, ze latky pravdépodobné inhibuji CK1, Cili ovliviiuji fosforylaci hodinovych
proteinl PER/CRY (Hirota a kol., 2010). Do budoucna by bylo vhodné tento pfedpoklad
oveéfit pfimou interakci pfipravenych latek s CK1.

V mRNA sestfihovém biotestu se vyuziva schopnosti aktivnich latek korigovat
defektni sestfih pre-mRNA genu ELP1, ktery je hlavni pfi€inou familiarni dysautonomie
neboli Rileyova-Dayova syndromu. Jedna se o dédi¢nou autonomni vegetativni
neuropatii 3. typu zplsobenou mutacemi v ELP1 genu s incidenci 1:17 000 narozenych
déti. Mutace ELP1 genu vedou ktkanové specifickému vystfizeni exonu 20
(exon skippingu), coz vede ke vzniku nizSich hladin normalniho transkriptu a nasledné
i proteinu (Obr. 18) (Slaugenhaupt a kol., 2004). Produkce mutantnich alel vede
k degeneraci senzorickych a autonomnich neuronl, coz se projevuje snizenou

vnimavosti bolesti a teploty, dysfunkci zaZivaciho traktu zahrnujici ztratu papil
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na jazyku, potize s polykanim, gastroesofagealnim refluxem, problémy s aspiraci,
zvySenou citlivosti k rozvoji restrikCnich onemocnéni plic, nebezpe€im hypertenzni
krize a naopak posturalni hypotenzi, emoéni nestabilitou, vy$8im procentem vyskytu

skoliozy patefe a aseptické osteonekrozy (Axelrod, 2004).

WT mRNA [exon 19 [exon 20 [exon 21]

IKBKAP pre-mRNA L exon 19— exon 20— exon 21]

mutantni mRNA exon 19 | exon 21

Obr. 18. Schéma defektniho sestfihu u pacientd s familiarni dysautonomii. WT — alela divokého typu.

Schéma upraveno dle Slaugenhaupt a kol., 2004.

mRNA Sestfihovy test spociva v kultivaci lidskych fibroblastd odvozenych
z pacientt s familiarni dysautonomii v pfitomnosti testovanych latek. Po izolaci mRNA
pomoci kitu TurboCapture 384 mRNA byl proveden pfFepis vyizolované mRNA
do cDNA a namnozeni produktl polymerazovou fetézovou reakci. Nasledné byly
ziskané produkty elektroforeticky rozseparovany na agar6zovém gelu a detekovany
pomoci UV-transiluminatoru. Cilem je sledovani poméru normalniho a mutantniho
transkriptu pomoci PCR po reverzni transkripci. Jako pozitivni kontrola byl pouzit
kinetin. Kinetin vyrazné zvySuje mnozstvi funkéniho ELP1 proteinu, u kterého nedoslo
k vystfizeni exonu 20 (Slaugenhaupt a kol., 2004). V pfipadé, kdy dojde ke korekci
sestfihového aparatu je na gelu viditelny pouze jeden horni prouzek (normalni
transkript). Pokud jsou na gelu viditelné 2 prouzky, bud nedoSlo k Zadné korekci
spliceozomu a latka je neaktivni, nebo doSlo pouze k Caste¢né korekci, kdy je horni
prouzek vyrazngjsi a latka je C¢asteCné aktivni. V ramci série s 6-benzylaminopurinem

nejevila zadna z testovanych latek vyraznou biologickou aktivitu (Obr. 19).

KIN 5 7 8 4 6 2 1 9 3

Obr. 19. Fotografie agarézového gelu s PCR produkty. Testovani aktivity N9-derivatu odvozenych
od BAPu v mRNA sestfihovém biotestu. Jednotliva €isla oznaluji testované latky. Jako kontrola byl pouZzit
kinetin (100uM).

V pfipadé derivatd odvozenych od kinetinu (Obr. 20), vykazovaly slibnou
biologickou aktivitu latky 16 a 17. Jedna se o derivaty obsahujici ve své molekule chlor

v pozici C2 a alifaticky Fetézec (3-methoxypropyl v pfipadé latky 16, 4-methoxybutyl
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u latky 17) v pozici N9. U latky 12 byl pozorovan vznik dvou prouzku se srovnatelnou
intenzitou. Jedna se o derivat obsahujici tetrahydrofuran-3-yl na pozici N9, ktery diky
své struktufe muze vytvaret racemickou smés. VSechny chiralni latky (2, 3, 5, 12, 18)
pfipravené jako racemicka smés by bylo zajimavé a Zadouci pfipravit chiralné Cisté
a ovéfit jejich biologické vlastnosti. Z vysledkl vyplyva, Ze zasadni roli na aktivitu bude

mit pfitomnost chloru v pozici C2 a stavba postranniho fetézce na pozici N9.

b B B - L e S e —
L B S—_ —— 7 e ——
KIN 14 18 15 17 19 10 1 16 13 12

Obr. 20. Fotografie agar6zového gelu s PCR produkty. Testovani aktivity N9-derivatu odvozenych
od KINu v mRNA sestfihovém biotestu. Jednotliva &isla oznacuji testované latky. Jako kontrola byl pouzit
kinetin (50uM).

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o derivaty rostlinnych hormona cytokininG, zajimal
nas takeé vliv pfipravenych latek na rostlinné buriky. Byly provedeny dva standardni
cytokininové biotesty — kalusovy a senescencni biotest. V ramci kalusového biotestu
byla otestovana schopnost produktd stimulovat bunééné déleni cytokinin-
dependentniho kalusu tabaku, ktery je schopen rlistu pouze v pfitomnosti aktivniho
cytokininu. Biologicka aktivita jednotlivych latek byla stanovena na zakladé relativniho
nartstu hmostnosti kalusu v porovnani s BAPem jako pozitivni kontrolou. Obecné Ize

fici, ze derivaty BAPu vykazovaly vysSi aktivitu nez derivaty KINu (Tabulka 10).

Tabulka 10. Hodnoty hmotnosti kalusi po ctyfech tydnech kultivace. V kalusovém biotestu se
vyuziva schopnosti derivatd cytokinint stimulovat bunééné déleni cytokininin dependentniho kalusu
tabaku, ktery je schopen proliferace pouze v pfitomnosti cytokininu. Zaznamenava se relativni narlst
hmotnosti kalusu po 4 tydnech kultivace. Jako pozitivni kontrola byl pouZit BAP. Optimalni koncentrace

testovanych latek byla 10°M.

Latka 1 2 4 5 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Relativni 'Ef}:]“s‘ kalusU 109 107 69 113 31 61 15 37 37 31 67 42 36 48

NejvySSi biologickou aktivitu vykazovaly latky 1, 2, 5. Jedna se o derivaty BAPu,
latka 1 s cyklopentylem v N9-poloze, latka 2 s THF jako N9-substituentem, zatimco
latka 5 s THP v pozici N9 a navic chlorem v pozici C2. Ostatni derivaty vykazovaly
ve srovnani s kontrolnim vzorkem zanedbatelnou aktivitu. Zajimavé bylo, ze derivaty
4 a 5 pfi porovnani s kontrolou a ostatnimi produkty nevykazovaly pfi koncentraci 107

mol/l tak vyrazny cytotoxicky efekt (Graf 4).
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Graf 4. Tabakovy kalusovy biotest. Zavislost Cerstvé hmoty kalusu po 4 tydnech kultivace
na koncentraci testovanych latek. BAP byl pouzit jako pozitivni kontrola. SD reprezentuje chybu v ramci

triplikatu.

V senescentnim biotestu se vyuzZiva pfirozené schopnosti cytokinind a jejich
derivatd oddalovat starnuti rostlinnych pletiv a zarovernn zabranovat degradaci
chlorofylu. Biotest byl proveden na listovych segmentech pSenice ve tmé ponofenych
v roztoku testovanych latek po dobu 4 dnu. Po uplynuti doby kultivace byl z listovych

segmentl extrahovan a spektrofotometricky stanoven residualni chlorofyl (Graf 5).
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Graf 5. Senescencni biotest. Zavislost zbytkového chlorofylu na koncentraci testovanych latek. BAP byl

pouzit jako pozitivni kontrola.
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Ziskané hodnoty (Tabulka 11) byly srovnany s hodnotami z vytazka €erstvych lista
a z listu péstovanych v deionizované vodé. Stejné jako u pfedchoziho biotestu vykazuiji
vysokou biologickou aktivitu latky 2 a 12 obsahujici v pozici N9 heterocyklus
tetrahydrofuran. V porovnani s literaturou bylo potvrzeno, ze derivat BAPu s THF
(latka 2) v pozici N9 vykazoval dokonce vys8i aktivitu nez pfirozeny BAP
(Zhang a Letham, 1989). DalSi zajimavou aktivitu vykazuji latky 11 a 17, které ve své

molekule obsahuji 4-methoxybutylovy substituent.

Tabulka 11. Hodnoty residualniho chlorofylu v senescenénim biotestu. Vyuziva se schopnosti
derivatd cytokinin( zabrariovat degradaci chlorofylu. Residudlni chlorofyl se méfi spektrofotometricky

pfi 665 nm. Jako pozitivni kontrola byl pouZit BAP. Optimalni koncentrace testovanych latek byla 10™M.

Latka 1 2 4 5 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
Retence
chlorofylu 88 107 73 72 92 107 95 76 76 77 83 99 76 79
[%]

Zajimavym poznatkem bylo, Zze vySSi schopnost oddalit senescenci vykazovaly
latky neobsahujici v pozici C2 chlor. Z dosazenych vysledkt z obou testd vyplyva,
Ze zasadni roli na aktivitu ma typ a kombinace jednotlivych substituentd. U obou serii
vykazuji lepSi vysledky heterocyklické substituenty v pozici N9. Vysledky obou
uvedenych biotestl nemusi byt zcela objektivni diky délce trvani obou experimentd,

kdy muze dochazet k rozkladu testované latky, i k riznym metabolickym konverzim.
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7 Zavér

Prace se zabyva syntézou a biologickou aktivitou purinovych derivatd, konkrétné
N9-derivatd odvozenych od 6-benzylaminopurinu a kinetinu. Latky byly syntetizovany
jako potencionalni [éCiva nékterych onemocnéni centralni nervové soustavy.
Teoreticka Cast je vénovana reSerSi na téma cirkadianni rytmus, konkrétné na jeho
poruchy a terapeuticky aktivni latky se schopnosti ménit periodu rytmu. Cilem
experimentalni ¢asti byla pfiprava knihovny N9-purinovych derivati s nebo bez chloru
v pozici C2 na purinovém skeletu s naslednym otestovanim jejich biologické aktivity.
Vramci vytvofené knihovny bylo pfipraveno 9 derivatd odvozenych
od 6-benzylaminopurinu a 10 derivatld odvozenych od kinetinu. Struktura pfipravenych
slou¢enin byla ovéfena pomoci dostupnych fyzikalné-chemickych metod. Latky byly
testovany na liniich umozrujicich sledovat vliv na cirkadianni rytmus a aberantni
sestfih pre-mRNA genu ELP1. Vzhledem k strukturni podobnosti s rostlinnymi hormony
cytokininy byly také otestovany v tabakovém kalusovém a senescencnim biotestu.
Z vysledkl biologickych testu vyplyva, ze kombinace chloru v pozici C2 a heterocyklu
v pozici N9 ma obecné& vyznamnou roli na aktivitu slou€enin. V cirkadiannim testu
nékteré latky vyznamné prodluzovaly periodu rytmu, kdy latka 5 prodlouzila periodu
az na 52 hodin. V pfipadé mRNA sestfihového testu pouze latky 16 a 17 vykazovaly
korekci defektniho sestfihu. V ramci série s BAPem nebyla zadna z pfipravenych latek
aktivni. Vysledky standardnich cytokininovych biotestd se neliSi od doposud
publikovanych vysledkd. V ramci tabakového kalusového biotestu vykazovaly vysSi
aktivitu derivaty odvozené od BAPu, kdy latky 1, 2 a 5 byly dokonce aktivngjsi
nez volna baze BAP. Zatimco v senescen¢nim biotestu byla aktivita BAP-derivatl
i KIN-derivatu srovnatelna, s nejvyssi aktivitou u latek 2 a 11. Vzhledem k dosazenym
vysledkum v cirkadiannim testu by bylo do budoucna zajimavé ovéfeni molekularniho
plusobeni na CK19, protoze jejich inhibice prodluzuje periodu. U chiralnich molekul by
bylo vhodné ziskat jednotlivé R a S enantiomery pro ovéfeni jejich biologické aktivity.
Zaroven dosazené vysledky naznacuji potencialni uplatnéni nékterych derivatd jako

IéCivo neurologickych poruch.
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9 Prilohy
9.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti pripravenych latek

9-(2-(terc-butoxy)ethyl)-6-chlor-9H-purin (I)
Bila pevna latka, sumarni vzorec: C41H5CIN,O, vytézek: 89 %.
HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota (min; %): 17,52; 98,8.
ESI*-MS m/z: 255,2 [M+H]".
\\\o TLC: PeEt/EtOAc (1:1, v/v), Rf = 0,38.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 0,96 (s, 9H); 3,68 (t, J = 5,3
Hz, 2H); 4,39 (t, J = 5,3 Hz, 2H); 8,62 (s, 1H); 8,78 (s, 1H).
3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 27,0 (3C, -C(CHs)3); 44,6 (CH,CH,0tBu); 59,2
(CH,CH,0tBuU); 72,9 (-C(CHj3)3); 130,0 (pur C5); 147,5 (pur C8); 148,0 (pur C6); 151,4
(pur C4); 151,9 (pur C2).

Cl

NN
| »
kN/ N

6-chlor-9-(4-methoxybutyl)-9H-purin (ll)
Bila pevna latka, sumarni vzorec: C4yH13CIN,O, vytézek: 67 %.
HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 13,61; 84,1.
N" N ESI-MS m/z: 241,2 [M+H]".
(( TLC: PeEY/EtOAc (1:1, viv), Rf = 0,37.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,43-1,49 (m, 2H); 1,85-1,92 (m,
2H); 3,30 (t, J = 6,4 Hz, 2H); 3,41 (s, 3H); 4,29 (t, J = 7,2 Hz, 3H); 8,71 (s,
1H); 8,77 (s, 1H).
BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 26,1 (2C, CH,CH,CH,CH,OCHs,,
CH,CH,CH,CH,0OCHj3); 43,7 (CH,CH,CH,CH,OCHj3); 57,8 (CH,CH,CH,CH,OCHj5);
71,1 (CH,CH,CH,CH,OCHz;); 130,8 (pur C5); 147,5 (pur C8); 148,9 (pur C6); 151,4
(pur C4); 151,2 (pur C2).

6-chlor-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9H-purin (lll)

cl Bila pevna latka, sumarni vzorec: CqHgCIN4O, vytézek: 23 %.
NI \/ N\> HPLC-UV/VIS retencni ¢as, Cistota (min; %): 9,93; 92,5.

NT N ESI*-MS m/z: 225,1 [M+H]".

o— TLC: CHCI:/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,55.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,32-2,38 (m, 1H); 2,43-2,46 (m, 1H); 3,86 (td,
J=8,7, 5,6 Hz, 1H); 3,97 (dd, J = 9,8, 5,8 Hz, 1H); 4,03 (dd, J = 9,8, 3,1 Hz, 1H); 4,10-
4,16 (m, 1H); 5,30-5,35 (m, 1H); 8,68 (s, 1H); 8,79 (s, 1H).
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3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 31,6 (THF C5); 55,0 (THF C3); 66,5 (THF C2);
71,6 (THF C4); 131,0 (pur C5); 141,1 (pur C8); 145,7 (pur C6); 149,0 (pur C4); 151,3
(pur C2).

6-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-9H-purin (1V)

cl Bila pevna latka, sumarni vzorec: C4oH1CIN,O, vytézek: 42 %.
N)\/[N\> HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 11,76; 99,9.

NN ESI*-MS miz: 239,1 [M+H]".

<\> TLC: CHCI3/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,50.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,00 (dq, J = 12,4, 1,8 Hz, 2H); 2,24 (qd, J =
12,3, 4,5 Hz, 2H); 3,52 (td, J = 12,0, 1,9 Hz, 2H); 4,01 (dd, J = 11,6, 4,6 Hz, 2H); 4,78
(tt, J=12,0, 4,2 Hz, 1H); 8,78 (s, 1H); 8,84 (s, 1H).
®C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 31,9 (THP C3, THP C5); 52,0 (THP C4); 66,1
(THP C2, THP C6); 131,1 (pur C5); 145,9 (pur C8); 149,0 (pur C6); 151,2 (pur C4);
151,4 (pur C2).

2,6-dichlor-9-(2-isopropoxyethyl)-9H-purin (V)

i Bila pevna latka, sumarni vzorec: C1oH12CIoN4O, vytézek: 74 %.
N\> HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 23,52; 99,9.
N ESI*-MS m/z: 275,3 [M+H]".
g TLC: CHCI3/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,65.

\< 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 0,98 (d, J = 6,1 Hz, 6H); 3,47-3,55
(m, J=6,1Hz, 1H); 3,73 (t, J = 5,3 Hz, 2H); 4,37 (t, J = 5,3 Hz, 2H); 8,66 (s, 1H).
BC-NMR (125 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 21,8 (2C, CH,CH,OCH(CHs),); 44,2
(CH,CH,OCH(CHg3),); 64,7 (CH,CH,OCH(CHj3),); 70,9 (CH,CH,OCH(CHj3),); 130,3 (pur
C5); 148,8 (pur C8); 149,5 (pur C6); 150,8 (pur C4); 153,5 (pur C2).

N
A7

Cl

9-(2-(terc-butoxy)ethyl)-2,6-dichlor-9H-purin (V1)
Bila pevna latka, sumarni vzorec: C11H14CIN,O, vytézek: 76 %.
)NI\\ N\> HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 25,25; 96,2.
c” >N N ESI*-MS m/z: 289,4 [M+H]".
\\\0\4 TLC: CHCI3/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,59.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 0,98 (s, 9H); 3,66 (t, J=5,3
Hz, 2H); 4,34 (t, J = 5,3 Hz, 2H); 8,65 (s, 1H).

Cl
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3C-NMR (125 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 27,0 (3C, -C(CHs)s); 44,7 (CH,CH,OtBu); 59,1
(CH,CH,0tBu); 73,0 (-C(CHa)3); 130,2 (pur C5); 146,6 (pur C8); 149,5 (pur C6); 150,7
(pur C4); 153,2 (pur C2).

2,6-dichlor-9-(3-methoxypropyl)-9H-purin (VII)

al Bila pevna latka, sumarni vzorec: CgHoCIoN,O, vytézek: 74 %.
)NI\)\/EN\> HPLC-UV/VIS retencni €as, Cistota (min; %): 16,81; 90,3.

CIT N N\ ESI*-MS m/z: 262,1 [M+H]".
? TLC: CHCIy/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,41.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,02-2,08 (m, J = 6,5 Hz,
2H); 3,18 (s, 3H); 3,32 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 4,29 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 8,72 (s, 1H).
®C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 28,8 (CH,CH,CH,OCHs); 41,6
(CH,CH,CH,0CHj;); 57,9 (CH,CH,CH,OCHs); 68,7 (CH,CH,CH,OCHs); 130,4 (pur
C5); 148,6 (pur C8); 149,4 (pur C6); 150,8 (pur C4); 153,5 (pur C2).

2,6-dichlor-9-(4-methoxybutyl)-9H-purin (VIII)
cl Bila pevna latka, sumarni vzorec: C1oH12CIoN4O, vytéZek: 44 %.
J\Jj:N» HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 21,88; 56,4.
C™ "N" "N ESI*-MS m/z: 275,4 [M+H]".
X TLC: CHCI3/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,50.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,44-1,52 (m, 2H); 1,82-1,91 (m,

2H); 3,19 (s, 3H): 3,30 (t, J = 3,1 Hz, 2H); 4,24 (t, J = 7,2 Hz, 2H): 8,75 (s,

/O

1H).

2,6-dichlor-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9H-purin (IX)
ol Bila pevna latka, sumarni vzorec: CgHgCIoN50, vytézek: 64 %.
)N\\ t N\> HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 18,85; 61,4.
c” NT N ESI*-MS m/z: 259,4 [M+H]".
TLC: CHCI3/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,37.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,31 (q, 1H); 2,51 (q, 1H); 3,80-3,87 (m, 1H);
3,90-3,95 (m, 1H); 4,01 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 4,12 (d, 1H); 5,24-5,30 (m, 1H); 8,70 (s,
1H).
®C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 31,6 (THF C4); 55,2 (THF C3); 66,5 (THF C5);
71,6 (THF C2); 130,6 (pur C5); 146,6 (pur C8); 149, 5 (pur C6); 150,7 (pur C4); 153,2
(pur C2).
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N-benzyl-9-cyclopentyl-9H-purin-6-amin (1)

HPLC-UV/VIS retencni €as, Cistota (min; %): 25,60; 99,9.
HN ESI*-MS m/z: 294,4 [M+H]".
NfINy TLC: PeEVEtOAC (1:1, viv), Rf = 0,15.
N Ej 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1,65-1,71 (m, 2H); 1,83-1,88 (m,
2H); 1,95-2,02 (m, 2H); 2,09-2,15 (m, 2H); 4,68 (bs, 2H); 4,83 (pent, J = 7,6
Hz, 1H); 7,17-7,20 (m, 1H); 7,27 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 7,32 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 8,18 (s,
1H); 8,21 (s, 1H); 8,30 (bs, 1H).
®C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2x 23,5; 2x31,9; 42,8; 55,3; 119,5; 126,5;
2x127,1; 2x128,1; 139,3; 140,2; 148,8; 152,0; 154,3.

@ Bila pevna latka, sumarni vzorec: C47H9Ns, vytézek: 56 %.

N-benzyl-9-(tetrahydrofuran-2-yl)-9H-purin-6-amin (2)

HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 22,63; 99,3.
HN ESI*-MS m/z: 296,3 [M+H]".
ij['k TLC: CHCIy/MeOH (9:1, viv), Rf = 0,75.
N gj 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,97-2,03 (m, 1H); 2,17-2,23 (m,
1H); 2,37-2,46 (m, 2H); 3,89 (q, J = 7,2 Hz, 1H); 4,12 (q, J = 7,2 Hz, 1H);
4,69 (bs, 2H); 6,25 (dd, J = 6,9, 3,8 Hz, 1H); 7,19 (t, J = 7,2 Hz, 1H); 7,27 (t, J = 7,6 Hz,
2H); 7,32 (d, J = 7,0 Hz, 2H); 8,19 (s, 1H); 8,26 (s, 1H); 8,36 (bs, 1H).
BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 24,4; 31,1; 42,8; 68,6; 84,3; 119,5; 126,5; 2x
127,1; 2x128,1; 139,1; 140,1; 148,3; 152,4; 154,3.

@ Bila pevna latka, sumarni vzorec: C4sH17N50, vytézek: 35 %.

N-benzyl-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (3)
Bila pevna latka, sumarni vzorec: C4;H1gN50, vytézek: 44 %.
@ HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 23,92; 99,9.

HN ESI*-MS m/z: 310,1 [M+H]".
Nk\/ | :\> TLC: CHCI3/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,64.
@ 'H-NMR (500 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 1,53-1,58 (m, 2H); 1,69-1,73 (m,

1H); 1,90-1,96 (m, 2H); 2,23-2,29 (m, 1H); 3,63-3,68 (m, 1H); 3,97-4,00
(m, 1H); 4,69 (bs, 2H); 5,62 (dd, J = 11,2, 2,0 Hz, 1H); 7,19 (it, J = 7,2, 1,6 Hz, 1H);
7,27 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 7,32 (d, J = 7,0 Hz, 2H); 8,20 (s, 1H); 8,35 (s, 1H); 8,39 (bs,
1H).
BC-NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 22,5; 24,5; 30,0; 42,8; 67,6; 80,8; 119,0;
126,5; 2x 127,1; 2% 128,2; 138,8; 140,0; 148,4; 152,6; 154,3.
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N-benzyl-2-chlor-9-cyclopentyl-9H-purin-6-amin (4)

Bila pevna latka, sumarni vzorec: C47HgCINs, vytéZzek: 73 %.
@ HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota (min; %): 28,85; 99,9.

HN ESI*-MS m/z: 328,4 [M+H]".
)N\/ 'S TLC: PeEYEtOAC (1:1, viv), Rf = 0,24.
c” SN N

@ 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,65-1,68 (m, 2H); 1,83-1,86 (m,
2H); 1,91-1,94 (m, 2H); 2,10-2,13 (m, 2H); 4,62 (d, J = 5,8 Hz, 2H); 4,76
(pent, J = 7,6 Hz, 1H); 7,21 (t, J = 6,9 Hz, 1H); 7,28-7,33 (m, 4H); 8,25 (s, 1H); 8,81 (t,
J=5,8 Hz, 1H).

®C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 2x 23,4; 2x32,0; 43,0; 55,4; 118,4; 126,8;
2x127,3; 2x128,2; 139,3; 139,8; 149,7; 152,7; 154,9.

N-benzyl-2-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (5)
Bila pevna latka, sumarni vzorec: C4;H3CIN5O, vytézek: 46 %.
HPLC-UV/VIS retencni €as, Cistota (min; %): 27,38; 99,9.

HN ESI*-MS m/z: 344,4 [M+H]".

Clj‘\\i\/l[:\> TLC: CHCIy/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,67.

o 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,52-1,56 (m, 2H); 1,69-1,73

(m, 1H); 1,91-1,92 (m, 2H); 2,15-2,21 (m, 1H); 3,64-3,69 (m, 1H); 3,98

(d, J = 11,3 Hz, 1H); 4,64 (d, J = 4,3 Hz, 2H); 5,55 (dd, J = 11,0, 1,8 Hz, 1H); 7,21 (t, J
= 6,7 Hz, 1H); 7,28-7,33 (m, 4H); 8,38 (s, 1H); 8,89 (t, J = 6,1 Hz, 1H).
BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 22,3; 24,4; 29,9; 43,1; 67,6; 80,8; 118,0;
126,8; 2x 127,2; 2x128,3; 139,2; 139,4; 149,3; 153,3; 154,9.

N-benzyl-9-(2-bromethyl)-9H-purin-6-amin (6)

Bila pevna latka, sumarni vzorec: C14H14BrNs, vytézek: 29 %.
@ HPLC-UV/VIS retencni ¢as, Cistota (min; %): 23,63; 98,7.
HN ESI*-MS m/z: 332,5 [M+H]".

[ | N\> TLC: CHCIy/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,76.
NT N 'H-NMR (500 MHz, DMSO-d;) 5 (ppm): 3,94 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 4,57 (t, J
Br =6,0 Hz, 2H); 4,69 (bs, 2H); 7,19 (t, J = 7,2 Hz, 1H); 7,28 (t, J = 7,6 Hz,
2H); 7,33 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 8,19-8,20 (m, 2H); 8,38 (bs, 1H).
BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 31,4; 42,7; 44,5; 118,8; 126,4; 2x126,9;
2x128,0; 139,9; 140,7; 148,7; 152,2; 154,1.
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N-benzyl-9-(2-chlorethyl)-9H-purin-6-amin (7)

Bila pevna latka, sumarni vzorec: C44H4CINs, vytézek: 61 %.
@ HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota (min; %): 23,12; 99,5.
HN ESI*-MS m/z: 288,5 [M+H]".

Nz\/['“\> TLC: CHCIy/MeOH (9:1, viv), Rf = 0,77.
"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 4,06 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 4,50 (t, J
Ol = 5,8 Hz, 2H); 4,69 (bs, 2H); 7,19 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 7,28 (t, J = 7,5 Hz,
2H); 7,33 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 8,19 (s, 1H); 8,20 (s, TH); 8,38 (bs, 1H).
BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 42,8; 42,9; 44.7; 119,0; 126,5; 2x 127,1; 2x
128,1; 140,1; 141,0; 148,9; 152,4; 154,3.

N-benzyl-9-(2-bromethyl)-2-chlor-9H-purin-6-amin (8)

Bila pevna latka, sumarni vzorec: C14H3BrCINs, vytézek: 40 %.
@ HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 27,02; 99,9.
HN ESI*-MS m/z: 366,6 [M+H]".

)N\: | :\> TLC: CHCI5/MeOH (9:1, viv), Rf = 0,66.
o N \_, 'H-NMR (500 MHz, DMSO-de) & (ppm): 3,90 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 4,53 (t,
B J=58Hz, 2H): 4,63 (d, J = 6,1 Hz, 2H); 7,22 (t, J = 6,9 Hz, 1H); 7,29-
7,34 (m, 4H); 8,21 (s, 1H): 8,88 (t, J = 6,0 Hz, 1H).
3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 32,0; 43,6; 45,3; 118,6; 127,3; 2x 127,8; 2x
128,8: 139,7; 142,0; 150,4; 153,6; 155,4.

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

Bila pevna latka, sumarni vzorec: C44H3CIoNs, vytézek: 85 %.
@ HPLC-UV/VIS retencni €as, Cistota (min; %): 26,58; 98,7.
HN ESI*-MS m/z: 322,6 [M+H]".

TLC: CHCIy/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,64.

"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 4,03 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 4,47 (t,
¢l J =57 Hz, 2H); 4,63 (d, J = 6,1 Hz, 2H); 7,22 (t, J = 6,9 Hz, 1H); 7,30
(t, J = 7,5 Hz, 2H); 7,33 (d, J = 7,0 Hz, 2H); 8,21 (s, 1H); 8,88 (t, J = 6,1 Hz, 1H).
3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 42,9; 43,1; 44.8: 118,0; 126,8; 2x 127,3; 2x
128,3; 139,2; 141,6; 149,9; 153,1; 154,9.

NZ N
>
Cl)\\N N
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9-(2-(terc-butoxy)ethyl)-N-(furan-2-ylmethyl)-9H-purin-6-amin (10)
?o Bila pevna latka, sumarni vzorec: CigH,1N50,, vytézek: 48 %.
HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota (min; %): 19,89; 99,9.
NN ESI*-MS m/z: 316,2 [M+H]".

Ly TLC: CHCI5/MeOH (9:1, viv), Rf = 0,50.

\\\ 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 0,99 (s, 9H); 3,63 (t, J = 5,5

O\é Hz, 2H); 4,22 (t, J = 5,5 Hz, 2H); 4,67 (bs, 2H); 6,21 (dd, J = 3,2, 0,8

Hz, 1H); 6,34 (dd, J = 3,1, 1,8 Hz, 1H); 7,53 (dd, J = 1,8, 0,9 Hz, 1H); 8,07 (s, 1H); 8,14
(bs, 1H); 8,23 (bs, 1H).
C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 27,0 (3C, -C(CHs)s); 36,4 (CH-fur); 43,7
(CH,CH,0tBu); 59,5 (CH,CH,0OtBu); 72,8 (-C(CHj3)3); 106,6 (fur C3); 110,4 (fur C4);
118,9 (pur C5); 141,4 (pur C8); 141,7 (fur C5); 148,9 (pur C4); 152,1 (fur C2); 153,0
(pur C2); 154,0 (pur C6).

NH

N-(furan-2-ylmethyl)-9-(4-methoxybutyl)-9H-purin-6-amin (11)

— Bila pevna latka, sumarni vzorec: C1sH19N50,, vytézek: 47 %.
§o HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 17,53; 99,9.
HN ESI*-MS m/z: 302,2 [M+H]".
NQ);[:> TLC: CHCIs/MeOH (9:1, viv), Rf = 0,47.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,41-1,46 (m, 2H); 1,79-1,85 (m,
(( 2H); 3,17 (s, 3H); 3,29 (t, J = 6,3 Hz, 2H); 4,15 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 4,67 (s,
,©  2H, pur H8, pur-NH); 6,22 (dd, J = 3,2, 0,8 Hz, 1H); 6,34 (dd, J = 3,4, 1,8 Hz,
1H); 7,52 (dd, J = 1,8, 0,9 Hz, 1H); 8,16 (s, 2H); 8,22 (s, 1H).
BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 26,1 (CH,CH,CH,CH,OCH;); 26,3
(CH,CH,CH,CH,OCH3); 36,4 (CHy-fur); 42,7 (CH.,CH,CH,CH,OCH); 57,8
(CH,CH,CH,CH,0OCHj3); 71,1 (CH,CH,CH,CH,OCHz); 106,6 (fur C3); 110,4 (fur C4);
119,1 (pur C5); 140,9 (pur C8); 141,7 (fur C5); 149,0 (pur C4); 152,1 (pur C2); 153,0
(fur C2); 154,0 (pur C6).

N-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9H-purin-6-amin (12)

— Bila pevna latka, sumarni vzorec: C14H15N50,, vytézek: 65 %.
§\O HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 14,99; 99,9.
ESI*-MS m/z: 286,2 [M+H]".

U LY TLC: CHCI/MeOH (9:1, viv), Rf = 0,32.

NH
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,26-2,31 (m, 1H); 2,43-2,48 (m, 1H); 3,85 (td,
J = 8,6, 5,6 Hz, 1H); 3,93-3,98 (m, 2H); 4,09 (dd, J = 15,1, 8,1 Hz, 1H); 4,67 (s, 2H);
5,15-5,19 (m, 1H); 6,21 (d, J = 2,8 Hz, 1H); 6,34 (dd, J = 3,4, 1,8 Hz, 1H); 7,52 (dd, J =
1,8, 0,9 Hz, 1H); 8,16 (s, 1H); 8,24 (s, 2H, pur NH, H2).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-d;) d (ppm): 31,8 (THF C5); 36,4 (CH,-fur); 54,0 (THF C3);
66,5 (THF C2); 71,7 (THF C4); 106,6 (fur C3); 110,4 (fur C4); 119,3 (pur C5); 138,9
(pur C8); 141,7 (fur C5); 148,7 (pur C4); 152,1 (fur C2); 153,0 (pur C2); 154,1 (pur C8).

N-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-4-yl)-9H-purin-6-amin (13)

HPLC-UV/VIS retencni €as, Cistota (min; %): 15,96; 93,7.

\ ESI*-MS m/z: 300,2 [M+H]".

L 7 TLC: CHCI3/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,35.

@ 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1.93 (dd, J = 12.4, 2.3 Hz, 2H);
O 218 (qd, J=12.3, 4.5 Hz, 2H); 3.49 (td, J = 11.9, 1.5 Hz, 2H); 3.98 (dd, J

=11.3, 4.0 Hz, 2H); 4.58-4.67 (m, 3H); 6.21 (d, J = 2.4 Hz, 1H); 6.34 (dd, J = 3.4, 1.8

Hz, 1H); 7.52 (dd, J = 1.8, 0.9 Hz, 1H); 8.22 (s, 2H); 8.27 (s, 1H).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 32.2 (THP C3, THP C5); 36.4 (CH,-fur); 50.9

(THP C4); 66.2 (THP C2, THP C6); 106.6 (fur C3); 110.4 (fur C4); 119.4 (pur C5);

139.1 (pur C8); 141.7 (fur C5); 148.5 (pur C4); 152.0 (fur C2); 153.0 (pur C2); 154.1

(pur C6).

q\o Bila pevna latka, sumarni vzorec: C1sH17N50,, vytézek: 72 %.
X

NH

2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9-(2-isopropoxyethyl)-9H-purin-6-amin (14)

HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 26,00; 99,9.
H/N " ESI*-MS m/z: 336,6 [M+H]".
Cl)N\\)I’\? TLC: CHCI3/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,61.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 0,99 (d, J = 6,1 Hz, 6H); 3,45-3,55
O (m, 1H); 3,68 (t, J = 5,3 Hz, 2H); 4,22 (t, J = 5,5 Hz, 2H); 4,61 (d, J = 5,2
\< Hz, 2H); 6,26 (dd, J = 3,1, 0,9 Hz, 1H); 6,37 (s, 1H); 7,55 (dd, J=1,7, 0,8
Hz, 1H); 8,11 (s, 1H); 8,69 (t, J = 5,5 Hz, 1H).
3C-NMR (125 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 21,8 (2C, CH,CH,OCH(CHs),); 36,6 (CH,-fur);
(43,4 (CH,CH,OCH(CHj3),); 65,1 (CH,CH,OCH(CH3),); 70,8 (CH,CH,OCH(CHjs),);
107,1 (fur C3); 110,5 (fur C4); 118,0 (pur C5); 141,9 (pur C8); 142,0 (fur C5); 150,0
(pur C4); 152,1 (fur C2); 152,8 (pur C2); 154,6 (pur C6).

/? Bila pevna latka, sumarni vzorec: C45sH1gCIN5sO,, vytézek: 23 %.
N2

N

N
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9-(2-(terc-butoxy)ethyl)-2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9H-purin-6-amin (15)
= Bila pevna latka, sumarni vzorec: C4gH20CIN5sO,, vytézek: 25 %.
§\O HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 23,13; 99,9.
ESI*-MS m/z: 350,2 [M+H]".
PR TLC: CHCIy/MeOH (9:1, viv), Rf = 0,69.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 0,99 (s, 9H); 3,61 (t, J = 5,3
O\é Hz, 2H); 4,18 (t, J = 5,3 Hz, 2H); 4,61 (d, J = 5,5 Hz, 2H); 6,25 (d, J
= 3,1 Hz, 1H); 6,37 (s, 1H); 7,55 (s, 1H); 8,09 (s, 1H); 8,66 (s, 1H).
¥C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 27,1 (3C, -C(CHs)s); 36.6 (CH.-fur); 44,0
(CH,CH,0tBu); 59,5 (CH,CH,0OtBu); 72,9 (-C(CH3)3); 107,1 (fur C3); 110,5 (fur C4);
118.0 (pur C5); 142,0 (pur C8); 142,1 (fur C5); 150,0 (pur C4); 152,1 (fur C2); 152,8
(pur C2); 154,6 (pur C6).

NH

2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9-(3-methoxypropyl)-9H-purin-6-amin (16)
§\O Bila pevna latka, sumarni vzorec: C14H16CIN5O,, vytézek: 49 %.
HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota (min; %): 20,31; 96,7.

ESI*-MS m/z: 322,1 [M+H]".

TLC: CHCI3/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,43.

\ 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 1,97-2,02 (m, 2H); 3,20 (s,
] 3H); 3,29 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 4,15 (t, J = 7,2 Hz, 2H); 4,61 (d, J = 5,5

Hz, 2H); 6,25 (dd, J = 3,4, 0,6 Hz, 1H); 6,37 (s, 1H); 7,55 (dd, J = 1,8, 0,9 Hz, 1H); 8,15

(s, 1H); 8,70 (t, J = 4,9 Hz, 1H).

3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 29,2 (CH,CH,CH,OCH,); 36,6 (CH2-fur); 40,6

(CH,CH,CH,0CHy); 57,9 (CH,CH,CH,0CHs;); 68,7 (CH,CH,CH,OCHz;); 107,1 (fur C3);

110,5 (fur C4); 118,2 (pur C5); 141,6 (pur C8); 142,0 (fur C5); 150,0 (pur C4); 152,1

(fur C2); 152,8 (pur C2); 154,6 (pur C6).

NH

2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9-(4-methoxybutyl)-9H-purin-6-amin (17)

— Bila pevna latka, sumarni vzorec: C15H1gCINsO,, vytézek: 49 %.
o

/% HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 21,00; 99,3.

N\H . ESI*-MS m/z: 336,2 [M+H]".
CIJL)N:[N\> TLC: CHCIy/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,64.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,41-1,47 (m, 2H); 1,77-1,83 (m,
)) 2H); 3,18 (s, 3H); 3,30 (t, J = 6,3 Hz, 2H); 4,10 (t, J = 7,2 Hz, 2H); 4,61 (d,
O J=58Hz, 2H); 6,25 (d, J = 3,1 Hz, 1H); 6,37 (s, 1H); 7,55 (dd, J = 1,8,
0,9 Hz, 1H); 8,18 (s, 1H); 8,70 (t, J = 5,2 Hz, 1H).
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BC-NMR (125 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 26,1 (CH,CH,CH,CH,OCH;); 26,2
(CH,CH,CH,CH,OCH;); 36,6 (CHy-fur); 43,0 (CH,CH,CH,CH,OCH;); 57,8
(CH,CH,CH,CH,OCH,); 71,1 (CH,CH,CH,CH,OCH;); 107,1 (fur C3); 110,5 (fur C4);
118,2 (pur C5); 141,6 (pur C8); 142,0 (fur C5); 150,0 (pur C4); 152,1 (pur C2); 152,8
(fur C2); 154,6 (pur C6).

2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9H-purin-6-amin (18)
O? Bila pevna latka, sumarni vzorec: C14H14CIN5O,, vytézek: 26 %.
HPLC-UV/VIS retencni €as, Cistota (min; %): 19,56; 99,9.
NESN ESI*-MS m/z: 320,1 [M+H]".
Cl)\\N | N\> TLC: CHCI3/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,65.
@o 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,20-2,26 (m, 1H); 2,43-2,48
(m, 1H); 3,83 (td, J = 8,7, 5,5 Hz, 1H); 3,91-3,95 (m, 2H); 4,08 (q, J =
7,7 Hz, 1H); 4,61 (d, J = 5,8 Hz, 2H); 5,10-5,14 (m, 1H); 6,25 (d, J = 2,8 Hz, 1H); 6,37
(s, 1H); 7,55 (dd, J = 1,8, 0,9 Hz, 1H); 8,16 (s, 1H); 8,77 (t, J = 5,3 Hz, 1H).
3C-NMR (125 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 31,9 (THF C4); 36,6 (CH,-fur); 54,1 (THF C3);
66,4 (THF C5); 71,8 (THF C2); 107,1 (fur C3); 110,5 (fur C4); 118,3 (pur C5); 139,5
(pur C8); 142,0 (fur C5); 149,7 (pur C4); 152,0 (fur C2); 152,8 (pur C2); 154,7 (pur C6).

HN

2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2 H-pyran-4-yl)-9H-purin-6-amin (19)

— Bila pevna latka, sumarni vzorec: C4sH1sCIN5O,, vytézek: 37 %.
(0]
§\ HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota (min; %): 24,52; 99,5.
NH ESI*-MS m/z: 334,6 [M+H]".

NN
Y TLC: CHCIy/MeOH (9:1, v/v), Rf = 0,57.

X
)\N ) 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,92 (dd, J = 12,4, 2,3 Hz, 2H,
o THP H3, THP H5); 2,07-2,16 (m, 2H, THP H3", THP H5"); 3,50 (td, J =
11,8, 1,7 Hz, 2H, THP H2, H6); 3,97 (dd, J = 11,3, 4,3 Hz, 2H, THP H2’, THP H6");
4,53-4,61 (m, 3H, THP H3, CH,-fur); 6,25 (d, J = 3,1 Hz, 1H); 6,37 (s, 1H); 7,55 (dd, J =

1,8, 0,6 Hz, 1H); 8,31 (s, 1H); 8,74 (t, J = 5,3 Hz, 1H).

C-NMR (125 MHz, DMSO-d;) & (ppm): 32,2 (THP C3, THP C5); 36,6 (CH,-fur); 51,0
(THP C4); 66,1 (THP C2, THP C6); 107,0 (fur C3); 110,5 (fur C4); 118,4 (pur C5);
139,8 (pur C8); 142,0 (fur C5); 149,5 (pur C4); 152,1 (fur C2); 152,6 (pur C2); 154,7

(pur C6).

Cl
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