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Seznam zkratek 

3 N P 3-nitropropionová kysel ina 

A L S amyotrofická laterální skleróza 

A M acetoxymethyl 

A P O E gen kódující apolipoprotein E 

A P P amyloidový prekurzorový protein 

A T R A all-řrans retinová kysel ina 

B C h E butyrylchol inesterasa 

C9orf72 gen kódující protein podílející se na endozomálním transportu 

nebo opravách D N A 

C B 1 kanabinoidní receptor 1 

C B 2 kanabinoidní receptor 2 

C T R kontrolní neovl ivněné buňky 

c Z R c/s-zeatin ribosid 

D H E dihydroethidium 

DJ-1 gen kódující protein 7 Park insonovy choroby 

D M E M / F 1 2 Dulbeccoho modif ikované Eag leho médium obohacené o směs 

živin F12 

D M S O dimethylsulfoxid 

D N A J C 1 3 gen kódující receptorem zprostředkovanou endocytosu 

DTT dithiothreitol 

E IF4G1 gen kódující eukaryotický translační iniciační faktor 4 gama 1 

F D A Úřad pro kontrolu potravin a léčiv 

F U S gen kódující RNA-vázající protein 

G B A gen kódující B-glukocerebrosidasu 

H R M S vysoko-rozlišující hmotnostní spektrometr 

HTT gen kódující huntingtin 

C H C H D 2 gen kódující protein 2 obsahující doménu dvě spirály svinuté do 

helixu 

i P R N 6 - isopenteny ladenosin 

K 3 G kinetin-3-glukosid 

K O M T katechol-O-methyltranferasa 
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L R R K 2 gen kódující k inasu 2 bohatou na leucinové repetice 

M A O - B monoaminox idasa B 

M P P + 1-methyl-4-fenylpyridinium 

N A C N-acetylcystein 

N M D A N-methyl-D-aspartát 

N M R nukleární magnetický rezonanční spektrometr 

Nrf2 jaderný faktor 2 spjatý s erythroidním faktorem 2 

P B S fosfátový pufr 

PI propidium jodid 

PINK-1 gen kódující P T E N indukovanou kinasu 1 

P M S F fenylmethylsulfonylfluorid 

Po lyQ polyglutamin 

S E M standardní chyba průměru 

S N C A gen kódující a-synuklein 

S O D 1 gen kódující superoxid dismutasu 1 

T A R D B P gen kódující T D P - 4 3 

T D P - 4 3 transaktivní D N A vázající protein 

T L C chromatografie na tenké vrstvě 

V M A T 2 vezikulární monoaminový transportér 2 

V P S 3 5 gen kódující vakuolární třídicí protein 35 

Y O - P R O - 1 YO-PRO™-1 jodid 
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1 Úvod a cíle 

Neurodegenerat ivní onemocnění jsou různorodé choroby, z a jej ichž typický znak 

a příčinu jsou považovány abnormální proteinové agregace. Mez i nejvíce 

skloňovaná onemocnění patří A lzhe imerova choroba, Park insonova choroba, 

amyotrof ická laterální skleróza (ALS) a Huntingtonova choroba. Dosud nebyla 

vyvinuta léčba těchto onemocnění, přistupuje se pouze k léčbě symptomatické, 

a proto má velký význam studium a vývoj neuroprotektivních látek. 

Jako potenciální neuroprotektivní látky jsou zkoumány např. deriváty purinu. 

Tato aktivita již byla prokázána např. C2,C6-d isubst i tuova-

ným-9-benzyl-9H-purinovým derivátům a některým cytokininům. 

Dimerní látky představují slibný studijní cíl díky předpokládané současné 

interakci se dvěma vazebnými místy cílových struktur. 

Cíle práce: 

1. Provést literární rešerši zaměřující se na neuroprotekci, neurodegeneraci , 

deriváty purinu a Huntingtonovu chorobu. 

2. Syntet izovat dimery 2,6-disubsti tuovaných derivátů purinu s různými linkery. 

3. Provést testování biologické aktivity připravených látek se zaměřením na 

neuroprotektivní vlastnosti. 
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2 Teoretická část 

2.1 Neurodegenerace 

Neurodegenerat ivní onemocnění je pojmenování skupiny různorodých 

patologických stavů vyznačujících se ztrátou neuronů centrálního či periferního 

nervového systému. Základním průvodním znakem jsou typické proteinové 

abnormality v nervové soustavě. Neurony nejsou schopny autoopravy z důvodu 

jejich terminálni di ferenciace. Tato onemocnění postihují především starší pacienty 

a jsou tedy závažným problémem vzh ledem k současnému stárnutí populace. 

Příkladem neurodegenerat ivního onemocnění je A lzhe imerova choroba, 

Park insonova choroba, Huntingtonova choroba nebo A L S . 

Mez i znaky neurodegenerat ivních onemocnění patří patologické shlukování 

proteinů, nesprávná funkce synaptických a neuronových sítí, odchylky 

v proteostáze a cytoskeletu, abnormální energetický metabol ismus, chyby R N A 

a D N A , zánět a v neposlední řadě samotný zánik neuronů (Wilson III et a l . , 2023). 

2.1.1 Příčiny neurodegenerace 

Mez i neurodegenerat ivními onemocněními a vysokým věkem je úzká souvislost. 

V mozku starších lidí byla prokázána přítomnost různých pozměněných proteinů, 

např. B-amyloidu tvořícího amyloidní plaky, hyperfosforylovaného tau proteinu, 

transaktivního D N A vázajícího proteinu (TDP-43) nebo a-synukleinu. Tyto 

proteinové abnormality se dají považovat z a příčinu neurodegenerace, ale vyskytují 

se i u pacientů bez kognitivního poškození, proto je nelze považovat z a její 

jednoznačné markery (Elobeid et a l . , 2016). 

B-amyloid je peptidový fragment o velikosti 40 nebo 42 aminokysel in (Selkoe, 

2000), jehož shlukováním vznikají amyloidové plaky, tzv. senilní plaky, které jsou 

považovány z a hlavní znak a příčinu A lzhe imerovy choroby (Re iss et a l . , 2018). 

B-amyloid je odvozen od amyloidního prekurzorového proteinu ( A P P ) , integrálního 

membránového glykoproteinu. A P P se podílí na regulaci tvorby a opravy synapsí 

(Priller et a l . , 2006). J e štěpen pomocí B-sekretas a y-sekretas na B-amyloid (Chen 

et a l . , 2017). P o proteolyt ickém vzniku B-amyloidu z A P P se může vyskytovat 
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v několika formách, např. jako monomer či ol igomer. Pro patologický stav je typický 

výskyt v tzv. amyloidních fibri lách (Selkoe, 2000). Právě ty se shlukují do 

amyloidních plaků, zatímco rozpustné ol igomery se šíří po celém mozku (Chen 

et a l . , 2017). Amyloidní plaky mohou narušovat přenos signálu mezi dvěma neurony 

a mohou způsobovat imunitní reakci nebo angiopatii (Ashrafian et a l . , 2021). 

P o rozštěpení A P P je p-amyloid ve formě ol igomeru uvolněn do 

extracelulárního prostředí, kde může být odbourán pomocí genu kódujícího 

apolipoprotein E ( A P O E ) nebo může být vychytáván astrocyty. Část těchto 

ol igomeru se ale v extracelulárním prostoru shlukuje a tvoří fibrily, z nichž se vytváří 

plaky. Amyloidní plaky mohou být degradovány pomocí makrofágů a mikroglií nebo 

endoproteasami z astrocytů. Neodbourané ol igomery z amyloidních plaků jsou 

neurotoxické pro blízké synapse a indukují shlukování tau proteinu (Masters et al . , 

2015). 

Tau protein je protein asociovaný s mikrotubuly, nachází se především 

v neuronech, konkrétně v bílé hmotě mozkové, tedy v axonech (Binder et a l . , 1985), 

kde stabil izuje mikrotubuly (Drubin & Kirschner, 1986). Tau protein se může 

vyskytovat ve fosforylovaném nebo defosforylovaném stavu. Na rozdíl od 

fosforylované formy ta defosforylovaná zajišťuje mnohem rychlejší polymerizaci 

tubulinu (Lindwall & Co le , 1984). 

Fosforylovaný tau protein tvoří neurofibrilární klubka. Jej ich tvorba je úzce 

spjata i s amyloidními plaky, protože právě ty spouští procesy, které v důsledku 

v buňce aktivují k inasy, jež fosforylují tau protein. P o fosforylaci se tau protein uvolní 

z mikrotubulů a shlukuje se do neurofibri lárních klubek. Při nedostatku tohoto 

proteinu se mikrotubuly stávají s labými, narušuje se jejich funkce a může dojít až 

k apoptose (Ashrafian et a l . , 2021). 

Transaktivní D N A vázající protein, T D P - 4 3 , byl prokázán jako součást 

abnormálních ubiquit inových inkluzí u frontotemporální lobární degenerace a A L S 

(Arai et a l . , 2006). T D P - 4 3 je heterogenní ribonukleoprotein z a fyziologických 

podmínek mimo j iného např. regulující metabol ismus R N A nebo opravy D N A (Liao 

et a l . , 2022). 

V mozku pacientů postižených Park insonovou chorobou byla prokázána 

přítomnost tzv. Lewyho tělísek, jej ichž hlavní složkou je a-synuklein (Spillantini 

e t a l . , 1998). J e to presynaptický neuronální protein kódovaný genem S N C A . 

Patologický a-synuklein není specifický pouze pro Park insonovu chorobu, ale 
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vyskytuje se i u řady j iných synukleinopatií, jako je např. demence s Lewyho tělísky 

nebo mult isystémová atrofie (Stefanis, 2012). Patologický vliv a-synukleinu spočívá 

v jeho agregaci , kdy se z rozvolněných monomerů stává heterogenní směs 

protofibril, které předchází f ibri lám (Periquet et a l . , 2007). Ty se shlukují do Lewyho 

tělísek v perikaryonu a Lewyho neuritů v neuronových výběžcích (Kalia & Lang, 

2015). Agregovaný a-synuklein byl prokázán jako dopaminergní neurotoxická látka 

(Periquet et al . , 2007). 

2.1.2 Typy neurodegenerativních onemocnění 

2.1.2.1 Alzheimerova choroba 

Alzhe imerova choroba je nejčastější příčinou demence . Odhaduje se , že v roce 

2020 trpělo tímto onemocněním 6,07 milionů obyvatel U S A starších 65 let a v roce 

2060 se očekává nárůst až na 13,85 milionů (Rajan et a l . , 2021). 

A lzhe imerova choroba je neurodegenerativní onemocnění postihující velkou 

část mozkové kůry a h ipokampu. Rozlišuje se častější sporadická forma 

onemocnění, která postihuje právě starší populaci s průměrným věkem nástupu 

nemoci v 80 letech. Méně než 1 % nemocných ale tvoří pacienti s genet ickou 

autozomálně dominantní formou choroby, která se projevuje průměrně již ve 

45 . roku života (Masters et a l . , 2015). 

Hlavním příznakem je ztráta paměti nejvýznamnější pro nedávné vzpomínky 

(krátkodobou paměť), zatímco například procedurální paměť s centrem mimo 

hipokampus zůstává zachována. Dalším projevem může být změna chování nebo 

problém s nalezením vhodných slov (Erkkinen et a l . , 2018). 

Klinické fázi A lzhe imerovy choroby předchází velmi dlouhá preklinická 

a prodromální fáze (Masters et al . , 2015). Z a preklinickou fázi onemocnění je 

považován stav, kdy jsou přítomny markery typické pro A lzhe imerovu chorobu 

u jedince bez kognitivního postižení (Dubois et a l . , 2016). 

Typickým znakem tohoto onemocnění je hromadění nerozpustného 

B-amyloidu v amyloidních plácích v extracelulárním prostoru a cévních stěnách 

a také intracelulární tvorba neurofibri lárních klubek z fosforylovaného tau proteinu. 

Charakteristický je rovněž úbytek synapsí a neuronů a pokles specif ických 

13 



neurotransmiterů (Masters et a l . , 2015). Významným faktorem jsou také 

neurozánětl ivé reakce, které s ice napomáhají odstranění poškozené tkáně, ale ve 

zvýšené míře naopak způsobují poškození, chronický zánět a zánik neuronů 

(Pardo-Moreno et a l . , 2022). 

A P O E je významný genetický rizikový faktor pozdního nástupu Alzhe imerovy 

choroby, konkrétně jeho alela A P O E e4. Jedná se o gen kódující apolipoprotein E, 

v l idském těle hojně expr imovaný glykoprotein, jenž se účastní mimo j iného 

transportu cholesterolu a j iných lipidů, c learence amyloidu nebo neuronové 

s ignal izace. Kromě alely A P O E e4 se vymezují i alely e2 a e3. U heterozygotů 

nesoucích jednu alelu e4 je třikrát vyšší pravděpodobnost nástupu Alzhe imerovy 

choroby, u homozygotů až desetkrát vyšší. Zatímco apolipoprotein 4 působí 

neurotoxicky, apolipoprotein 3 působí neuroprotektivně (Muňoz, Garner, & Oo i , 

2019). 

2.1.2.2 Parkinsonova choroba 

Park insonova choroba je typ neurodegenerat ivního onemocnění, pro něž je typické 

odumírání dopaminergních neuronů v substantia nigra pars compacta. To má z a 

následek úbytek dopaminu v bazálních gangl i ích, a tedy motorické poruchy. Dalším 

průvodním znakem je potom Lewyho patologie sestávající z Lewyho tělísek 

a Lewyho neuritů (Kalia & Lang, 2015). 

Mez i klasické projevy tohoto onemocnění patří bradykineze (zpomalení 

pohybu), svalová ztuhlost, klidový třes nebo posturální nestabil i ta. Motorickým 

symptomům mohou předcházet nemotorické symptomy v prodromální fázi 

onemocnění, která může trvat i 20 let (Kalia & Lang, 2015). Často se jedná 

o smyslové poruchy zasahující čich, zrak či vnímání bolesti (většinou 

muskuloskeletální). Dále také deprese, úzkosti a apatie, u většiny pacientů se 

s postupem onemocnění rozvíjí i demence , přičemž mírnou kognitivní poruchou trpí 

25 % pacientů j iž v počátcích onemocnění. Častá je ortostatická hypotenze, 

gastrointestinální problémy, detruzorová hyperaktivita a v neposlední řadě 

nespavost nebo porucha spánku v R E M fázi (Pfeiffer, 2016). 

J e popsáno několik genů, které se podílí na rozvoji autozomálně dominantní 

formy onemocnění. Hojně skloňovaným genet ickým rizikovým faktorem 
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Park insonovy choroby je gen S N C A kódující a-synuklein. Další je potom L R R K 2 

kódující kinasu 2 bohatou na leucinové repetice a jehož mutace jsou nejčastější 

příčinou autozomálně dominantní Park insonovy choroby. Ostatní rizikové geny jsou 

gen pro vakuolární třídicí protein 35 (VPS35 ) , pro eukaryotický translační iniciační 

faktor 4 gama 1 (EIF4G1) , pro receptorem zprostředkovanou endocytosu 

( D N A J C 1 3 ) a pro protein 2 obsahující doménu dvě spirály svinuté do helixu 

( C H C H D 2 ) . Příčina autozomálně recesivních forem Park insonovy choroby je 

přisuzována genu parkin, genu pro P T E N indukovanou kinasu 1 (PINK1) a pro 

protein 7 Park insonovy choroby (DJ-1). V tomto případě je nejčastější příčinou 

mutace v genu parkin. Významným rizikovým faktorem jsou rovněž mutace v G B A 

kódujícím p-glukocerebrosidasu (Kalia & Lang, 2015). 

2.1.2.3 Amyotrofická laterální skleróza 

A L S je fatální typ neurodegenerat ivního onemocnění vyznačující se postižením 

motoneuronů mozku, mozkového kmene i míchy. Hlavním symptomem tohoto 

onemocnění je svalová slabost progredující až k úmrtí z důvodu respiračního 

selhání, a to již 2 až 4 roky od stanovení diagnózy (Goutman et a l . , 2022). Postihuje 

horní i dolní motoneuron. Svalová s labost se projevuje na pohybu končetin, dysfagii , 

dysartrii a dýchání (Feldman et a l . , 2022). 

A L S způsobuje i kognitivní poškození, konkrétně jazykový deficit nebo deficit 

v oblasti exekutivních funkcí. Často A L S doprovází frontotemporální demence 

(Abrahams e ta l . , 2014). 

Nejčastěji jsou A L S postiženi jedinci ve věku od 60 do 79 let. J e odhadováno, 

že celosvětově na tuto nemoc v roce 2015 trpělo 222 801 jedinců a do roku 2040 

se předpokládá navýšení tohoto počtu o 69 % na 376 674 nemocných (Arthur et al . , 

2016). 

Typickým znakem A L S jsou inkluze posttranslačně modif ikovaného nebo 

zkráceného proteinu T D P - 4 3 v cytoplazmě, přestože se z a fyziologických podmínek 

jedná o jaderný protein (Goutman et a l . , 2022). 

Z a velké procento onemocnění A L S jsou zodpovědný geny C9orf72 (kóduje 

protein podílející na endozomálním transportu nebo opravách DNA) , S O D 1 (kóduje 

superoxid dismutasu 1), T A R D B P (kóduje TDP-43 ) a F U S (kóduje RNA-vázající 
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protein; Goutman et a l . , 2022). G e n y C9or f72, T A R D B P a F U S jsou příčinou 

narušení metabol ismu R N A kvůli shlukování proteinů vázajících D N A a R N A . 

Dalšími patofyziologickými znaky je narušení proteostázy a autofagie, změny 

cytoskeletu a genem S O D 1 vyvolaná mitochondriální dysfunkce (Feldman et al . , 

2022). 

2.1.2.4 Huntingtonova choroba 

Huntingtonova choroba je monogenní neurodegenerat ivní onemocnění vyznačující 

se autozomálně dominantní dědičností. J e zapříčiněna rozšířenou trinukleotidovou 

C A G repeticí v genu HTT kódujícím protein huntingtin, které odpovídá 

polyglutaminová (polyQ) sekvence tohoto proteinu. Fyziologická délka repetice je 

od 6 do 35 jednotek, při délce nad 40 jednotek se spouští chorobný proces (Bates 

e ta l . , 2015 ) . 

Studie v Německu v roce 2019 uvedla dvouletou incidenci Huntingtonovy 

choroby 1,8 na 100 000 jedinců a dvouletou prevalenci 9,2 na 100 000 jedinců. Jako 

nejčastější průvodní jev onemocnění byla zjištěna deprese, a to u 42,9 % 

pozorovaných osob (Ohlmeier et a l . , 2019). Medián přežití od nástupu klinických 

příznaků je 35 let, od nástupu motorických obtíží 24 let a průměrný věk dožití 

pacientů je 58 let. Nejčastější příčinou smrti bývá zápal plic nebo j iné infekce 

(Rodr igues e ta l . , 2017). 

Charakterist ickým symptomem je motorická porucha, ale způsobuje 

i kognitivní a neuropsychiatr ické obtíže. Motorická dysfunkce sestává jak z poruchy 

mimovolních pohybů, chorey, tak z poruchy volních pohybů. Postižení jedinci mají 

problémy s pozorností, plánováním nebo emočním porozuměním. Mohou trpět 

depresí a apatií (Bates et al . , 2015). 

Významným patogenetickým znakem Huntingtonovy choroby je f ragmentace 

huntingtinu (Bates et a l . , 2015). Z HTT vzniká kompletní huntingtin a N-terminální 

fragment, tzv. HTT exon 1. Huntingtin je následně proteolyticky degradován na 

proteinové fragmenty, které vstupují do jádra buňky, kde se oligomerizují a agregují, 

čímž tvoří inkluze. V l ivem těchto jaderných procesů dochází k narušení transkripce. 

Část proteolyticky vzniklých fragmentů agreguje přímo v cytoplazmě, což je vl ivem 

progredujícího onemocnění ještě zesíleno (McCo lgan & Tabr iz i , 2018). 
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Mutantní huntingtin způsobuje dysfunkci neuronů a v konečném důsledku 

i jejich zánik. HTT exon 1 a tvorba agregátů ovlivňují proteostázu, axonální přenos, 

transkripci, translaci, mitochondriální funkci a synaptické spoje (McCo lgan &Tabr i z i , 

2018). 

Nejčastější diagnost ika Huntingtonovy choroby je z a využití genet ického testu 

na přítomnost abnormálního počtu C A G repetic v HTT. Dalším důležitým kritériem 

je i zhodnocení klinických symptomů a rodinná anamnéza (Bates et a l . , 2015). 

Vhodným diagnost ickým prostředkem jsou ale i zobrazovací metody jako 

magnetická rezonance, protože u postižených jedinců je patrný úbytek mozkové 

tkáně, který začíná již mnoho let před faktickou diagnózou onemocnění u pacienta. 

Nejvýznamnější rozdíl mezi jed incem nemocným a zdravým je ve striatální tkáni, 

ale úbytek bílé hmoty mozkové je rovněž značný (Paulsen et a l . , 2010). 

2.1.3 Terapie neurodegenerativních onemocnění 

Léčba neurodegenerat ivních onemocnění se v současnosti stále omezuje na léčbu 

symptomů (Erkkinen et a l . , 2018). 

Jedním z problémů léčby neurodegenerat ivních onemocnění je samotný 

transport případného léčiva do C N S . Jej ich uvolňování totiž brání 

hematoencefal ická a hematol ikvorová bariéra. Řešením mohou být invazivní 

metody, injektování léčiva přímo do mozku nebo např. intranazální apl ikace. Značný 

potenciál pro léčbu neurodegenerat ivních onemocnění má apl ikace léčiv pomocí 

nanočástic (Akhtar et al . , 2021). 

Alzheimerova choroba 

Americký Úřad pro kontrolu potravin a léčiv (FDA) schválil pouze několik léků na 

Alzheimerovu chorobu, např. aducanumab, lecanemab, donepezi l , galantamin, 

rivastigmin, memantin a lék kombinující memantin a donepezi l (Pardo-Moreno 

et a l . , 2022). 

Donepez i l , rivastigmin a galantamin (Obr. 1) jsou inhibitory 

acetylchol inesterasy. Zvyšují hladinu acetylchol inu, neurotransmiteru, který má vliv 
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na kognici a jehož hladina je u jedinců trpících touto chorobou snížena (Erkkinen 

e ta l . , 2018 ) . 

donepezil rivastigmin galantamin 

Obr. 1: Struktury donepezilu, rivastigminu a galantaminu 

Memant in (Obr. 2) je antagonista N-methyl-D-aspartátového (NMDA) 

receptoru a zpomaluje progresi u pacientů se středně těžkou až těžkou formou 

onemocnění (Erkkinen et al . , 2018). 

memantin 

Obr. 2: Struktura memantinu 

Aducanumab a lecanemab jsou anti-amyloidové monoklonální protilátky. J s o u 

to jediná léčiva, která působí přímo na molekulárně biologický aspekt A lzhe imerovy 

choroby, čímž nemoc modifikují, na rozdíl od ostatních, které cílí pouze na 

symptomat ickou léčbu. Byl prokázán jejich účinek na redukci amyloidních plaků, 

čímž zpomalují progresi onemocnění (Cummings, 2023). 

Parkinsonova choroba 

Léčba Park insonovy choroby cílí především na nedostatek dopaminu v substantia 

nigra a tedy na motorické příznaky (Kalia & Lang, 2015). 

Dosud nejúčinnějším lékem je levodopa (Obr. 3) patřící do skupiny prekurzorů 

dopaminu. Při léčbě se využívá její přeměny na dopamin pomocí striatálních 

enzymů. Užívání tohoto léčiva ale provází mnoho nežádoucích účinků, a proto se 

téměř vždy podává v kombinaci s dalšími léčivy, např. s karbidopou (Obr. 3), dalším 
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dopaminovým prekurzorem, který inhibuje předčasnou přeměnu levodopy na 

dopamin (Cacabe los , 2017). 

OH OH 

levodopa karbidopa 

Obr. 3: Struktury levodopy a karbidopy 

Dalšími využívanými antiparkinsoniky jsou dopaminergní léky, 

např. amantadin (Obr. 4). Podávají se také inhibitory monoaminox idasy B (MAO-B) , 

např. rasagil in (Obr. 4), protože M A O - B je zodpovědná z a metabol ismus dopaminu. 

Inhibitory katechol-O-methyltranferasy (KOMT) , např. entacapone (Obr. 4), 

prodlužují udržení hladiny levodopy v plazmě (Cacabe los , 2017). 

O OH 

amantadin rasagilin entacapone 

Obr. 4: Struktury amantadinu, rasagilinu a entacapone 

Amyotrofická laterální skleróza 

Pro pacienty trpící A L S je v současné době schváleno pouze několik léčiv, 

nejvýznamnější jsou riluzol a edaravon (Obr. 5). Ri luzol je antagonista glutamátu 

prodlužující dobu přežití zhruba o 3 měsíce (Bensimon et a l . , 1994). Edaravon je 

látka, která eliminuje reaktivní kyslíkové formy a působí tak, že zpomaluje 

zhoršování motorických funkcí. Přesný mechan ismus účinku obou léků dosud není 

znám (Jaiswal , 2019). 
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\ A 

riluzol edaravon 

Obr. 5: Struktury riluzolu a edaravonu 

V roce 2023 byl ve zrychleném procesu F D A schválen lék tofersen („FDA 

approves treatment of amyotrophic lateral sc leros is assoc ia ted with a mutation in 

the S O D 1 gene" , 2023), ant isense oligonukleotid určený pro pacienty s mutací 

S O D 1 genu. Bylo prokázáno, že snižuje koncentraci S O D 1 v mozkomíšním moku 

a taky lehkých řetězců neurofi lament v plazmě, které jsou biomarkerem axonálního 

poškození a neurodegenerace (Miller et a l . , 2022). 

Huntingtonova choroba 

Pro pacienty trpící Huntingtonovou chorobou je typická chorea, k jejíž léčbě se 

využívá tetrabenazin (Obr. 6) patřící do skupiny inhibitorů vezikulárního 

monoaminového transportéru 2 ( V M A T 2 ; Richard & Frank, 2019). Inhibuje 

presynaptické uvolňování dopaminu a blokuje postsynaptické dopaminové 

receptory (Ondo et a l . , 2002). Proti choree působí rovněž deutetrabenazin (Obr. 6), 

derivát tetrabenazinu obohacený o molekuly deuteria. Deutetrabenazin se díky 

deuteriu vyznačuje delším biologickým poločasem, což je výhodou při užívání 

(Richard & Frank, 2019). 

tetrabenazin deutetrabenazi 

Obr. 6: Struktury tetrabenazinu a deutetrabenazinu 
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Prokázaný účinek má i va lbenazin (Obr. 7), rovněž ze skupiny inhibitorů 

V M A T 2 (Stimming et a l . , 2023). 

Pacientům s rozvinutými depresemi či psychózou jsou podávána neuroleptika, 

např. o lanzapin (Obr. 7), který má částečný účinek i na léčbu chorey (Pa leacu et al . , 

2002). 

Obr. 7: Struktury valbenazinu a olanzapinu 

2.2 Heterocykly a jejich neuroprotektivní aktivita 

Heterocyklické sloučeniny jsou základem velkého množství biologicky aktivních 

látek, významný podíl tvoří především dusíkaté heterocykly. Jej ich výhodou je 

stabilita, účinnost a schopnost dusíku se prostřednictvím vodíkových můstků vázat 

na D N A (Heravi & Zadsir jan, 2020). 

By la prokázána antineurodegenerativní aktivita derivátů purinu, konkrétně 

C2,C6-disubst i tuovaných-9-benzyl-9H-purinových derivátů. Těmto látkám byl 

prokázán účinek zvyšující životaschopnost neuronů, neuroprotekce a snížení 

oxidativního stresu. Také aktivují transkripční faktor Nrf2 (jaderný faktor 2 spjatý 

s erythroidním faktorem 2; G o n z a l e z et a l . , 2021a) 

Od purinu jsou odvozené rovněž rostlinné hormony cytokininy. Jedná se 

o látky na bázi adeninu substi tuované v poloze 6 různými substituenty (Obr. 8). 

Cytokininy vykazují antioxidační aktivitu, což je stěžejní pro výzkum léčby 

neurodegenerat ivních onemocnění, pro něž je oxidatívni stres signifikantní. 

Cytokininům kinetin-3-glukosidu (K3G) , c/s-zeatin ribosidu (cZR) 

a N 6 - isopenteny ladenosinu ( iPR) byla prokázána neuroprotektivní aktivita (Obr. 8; 

G o n z a l e z et a l . , 2021b). 

H 39 

valbenazin olanzapin 
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HO' 

cZR iPR K3G 

Obr. 8: Struktura adeninu, obecná struktura cytokininu a vybrané cytokininy 
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3 Experimentální část 

3.1 Chemická část 

3.1.1 Materiál 

3.1.1.1 Chemikálie 

Cyk lohexan, dichlormethan, ethanol, chloroform, methanol, uhličitan d r a s e l n ý - v š e 

od firmy Penta Chemicals unlimited. 1,12-dibromdodekan, 1,4-dioxan, 1,5-dibrom-

pentan, 2,6-dichlorpurin, 4,4'-bis(bromomethyl)-bifenyl, bis(2-(2-chloroethoxy)ethyl) 

ether, dibromo-p-xylen, ethylacetát, heptan, manganistan draselný, 

N,N-dimethylformamid, pyrrolidin - vše od firmy Sigma-Aldr ich . E H 6 , V M 5 8 3 -

z knihovny Laboratoře růstových regulátorů. 

3.1.1.2 Laboratorní přístroje a pomůcky 

Analyt ické váhy (Sartorius), digestoř (Merci), hliníkové T L C destičky potažené 

si l ikagelem (Merck), horkovzdušná pistole (Steinel), lyofilizátor (Gregor 

instruments), magnetická míchačka s ohřevem (IKA), nukleární magnetický 

rezonanční spektrometr (NMR, Jeol) , rotační vakuová odparka (Heidolph), si l ikagel 

pro kolonovou chromatografi i (Lach-ner), skleněné preparativní desky potažené 

si l ikagelem (Merck), ultrazvuková lázeň (Kraintek), U V lampa s komorou 

(Spectrol ine), vakuová pumpa (Vacuubrand), vysoko-rozlišující hmotnostní 

spektrometr ( H R M S ) Orbitrap Exact ive P lus (Thermo Fisher Scientif ic). 
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3.1.2 Metody 

3.1.2.1 Obecný postup syntézy dimerů 2,6-disubstituovaných 

derivátů purinu 

R e a k c e probíhaly pod argonovou atmosférou. P o provedené syntéze byly vždy 

průběh reakce a čistota produktu zkontrolovány pomocí chromatografie na tenké 

vrstvě (TLC) . Stejným způsobem byla ověřována vhodnost mobilní fáze pro 

s loupcovou chromatografi i a vyvinuté destičky byly analyzovány U V detekcí. Před 

samotným přečištěním bylo odpařeno rozpouštědlo a surový produkt byl vyčištěn 

s loupcovou chromatograf i i z a využití stacionární fáze si l ikagelu a vhodně zvolené 

mobilní fáze. V některých případech byla použita preparativní T L C . Produkty byly 

ve formě bílého prášku, v případě olejovitých látek byly produkty převedeny do 

pevného stavu pomocí lyofi l izace v 1,4-dioxanu. Výsledné produkty byly 

analyzovány na N M R a H R M S . 

N M R spektra byla měřena na J E O L J N M - E C A 500 ( J E O L , Tokyo, Japonsko ; 

1H, 500 M H z ; 13C, 125 MHz) spektrometru vybaveném 5mm J E O L Roya l sondou. 

1H N M R a 13C N M R chemický posun (5) byly kalibrovaný z a využití 

tetramethylsi lanu (1H 5 = 0 ppm) nebo rozpouštědla: C D C I 3 (1H 5 = 7,27 ppm, 13C 

5 = 77,00 ppm) nebo D M S O - d 6 (1H 5 = 2,46 ppm, 13C 5 = 40,00 ppm). Chemický 

posun je udáván v ppm (5-měřítko), interakční konstanty (J) v Hz . Všechny hodnoty 

byly získány analýzou prvního řádu a N M R data byla zpracována z a využití 

A C D / N M R Processo r Academie Edition (ver. 12.01). 

Všechny vzorky byly měřeny vysoko-rozl išujícím hmotnostním spektrometrem 

Orbitrap Exact ive P lus (Thermo Fisher Scientif ic) s ionizací elektrosprejem metodou 

přímého nástřiku. 
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3.1.2.2 Syntéza látek EC1A a EC1B 

K 2,6-dichlorpurinu (100 mg, 0,53 mmol) byl přidán dibromo-p-xylen (70 mg, 

0,27 mmol) a uhličitan draselný (110 mg, 0,80 mmol) (Obr. 9). Směs byla 

rozpuštěna v dimethylformamidu (3 ml) a pod argonovou atmosférou míchána 

24 hodin z a laboratorní teploty. Pro přečištění produktu a oddělení EC1A a EC1B 

s loupcovou chromatografi í byla použita mobilní fáze 2% až 3% methanol 

v chloroformu. EC1A i EC1B byly promyty chloroformem. Výtěžek byl 81 mg EC1A 

(64 %) a 35 mg EC1B (28 %). 

1,4-Bis((2,6-dichlor-9H-purin-9-yl)methyl)benzen (EC1A): 1 H N M R (500 M H z , 

DMSO-de) 5 (ppm): 5,47 (s, 4H); 7,33 (s, 4H); 8,82 (s, 2H). 1 3 C - N M R (125 M H z , 

DMSO-de) 5 (ppm): 46,72 (2*C); 128,10 (4*C) ; 135,58 (2xC); 148,42 (2xC); 149,81 

(2xC); 151,13 (2xC); 153,38 (2xC). H R M S vypočteno pro O a H n C U N a 

[M+H] +: 478,9861; na lezeno 478,9858. 

2,6-Dichlor-9-(4-((2,6-dichlor-7H-purin-7-yl)methyl)benzyl)-9H-purin (EC1B): 
1 H N M R (500 M H z , DMSO-de) 5 (ppm): 5,48 (s, 2H); 5,71 (s, 2H); 7,20 (d, 2H, 

J = 8,1 Hz); 7,23 (d, 2H, J = 8,1 Hz); 8,92 (s, 1H); 9,02 (s, 1H). 1 3 C - N M R (125 M H z , 

DMSO-de) 5 (ppm): 46,71; 49,20; 121,90; 127,11 (2xC); 128,10 (2xC); 130,52; 

135,40; 136,37; 143,17; 148,42; 149,81; 151,11; 151,13; 152,87; 153,36; 163,38. 

H R M S vypočteno pro O a H n C U N a [M+H] +: 478,9861; na lezeno 478,9858. 

Obr. 9: Syntéza látek EC1A a EC1B 
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3.1.2.3 Syntéza látek EC2A a EC2B 

K 2,6-dichlorpurinu (100 mg, 0,53 mmol) byl přidán 1,5-dibrompentan (61 mg, 

0,27 mmol) a uhličitan draselný (146 mg, 1,06 mmol) (Obr. 10). Směs byla 

rozpuštěna v dimethylformamidu (3 ml) a pod argonovou atmosférou míchána 

24 hodin z a laboratorní teploty. Pro oddělení EC2A a EC2B s loupcovou 

chromatografi í byla použita mobilní fáze 1% až 5% methanol v chloroformu. Produkt 

EC2A byl přečištěn s loupcovou chromatografi í z a použití mobilní fáze 2% až 4% 

methanolu v ethylacetátu a následně promyt heptanem. Produkt EC2B byl přečištěn 

s loupcovou chromatografi í z a použití mobilní fáze 4% až 8% methanolu 

v ethylacetátu a následně promyt heptanem. Výtěžek byl 72 mg EC2A (61 %) 

a 17 mg EC2B (14 %). 

1.5- Bis(2,6-dichlor-9H-purin-9-yl)pentan (EC2A): 1 H N M R (500 M H z , C D C I 3 ) 

5 (ppm): 1,42 (m, 2H); 2,02 (dt, 4H, J = 15,1, 7,6 Hz); 4,28 (t, 4H, J = 7,3 Hz); 8,11 

(s, 2H). 1 3 C - N M R (125 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 23,55; 29,20 (2xC); 44,14 (2*C); 

130,66 (2xC); 145,55 (2xC); 151,85 (2xC); 152,92 (2xC); 153,05 (2xC). H R M S 

vypočteno pro C15H13CI4N8 [M+H] +: 445,0017; na lezeno 445,0011. 

2.6- Dichlor-9-(5-(2,6-dichlor-7H-purin-7-yl)pentyl)-9H-purin (EC2B): 1 H N M R 

(500 M H z , DMSO-de) 5 (ppm): 1,26 (m, 2H); 1,83-1,91 (m, 4H); 4,24 (t, 2H, 

J = 7,0 Hz); 4,42 (t, 2H, J = 7,0 Hz); 8,73 (s, 1H); 8,85 (s, 1H). 1 3 C - N M R (125 M H z , 

DMSO-de) 5 (ppm): 22,64; 28,28; 30,10; 43,72; 46,44; 121,79; 130,46; 143,09; 

148,52; 149,55; 150,79; 150,88; 152,44; 153,52; 163,26. H R M S vypočteno pro 

C15H13CI4N8 [M+H] +: 445,0017; na lezeno 445,0015. 

Obr. 10: Syntéza látek EC2A a EC2B 
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3.1.2.4 Syntéza látky EC3 

K látce EC1A (81 mg, 0,17 mmol) byl přidán Pyrrolidin (3 ml) a směs byla pod 

argonovou atmosférou míchána 24 hodin z a teploty 160 °C (Obr. 11). Pro přečištění 

produktu s loupcovou chromatografi í byla použita mobilní fáze 2 % methanol 

v chloroformu. Výtěžek byl 68 g EC3 (65 %). 

1,4-Bis((2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin-9-yl)methyl)benzen (EC3): 1 H N M R 

(500 M H z , C D C I 3 ) 5 (ppm): 1,90-2,03 (m, 16H); 3,56-3,59 (m, 8H); 3,77 (bs, 4H); 

4,03 (bs, 4H); 5,18 (s, 4H) ; 7,25 (s, 4H) ; 7,37 (s, 2H) . 1 3 C - N M R (125 M H z , CDCI3) 

5 (ppm): 25,62 ( 8 * C ) ; 45,97 ( 2 * C ) ; 46,69 (4xC); 47,12 (4xC); 113,67 (2xC); 128,16 

(4xC); 135,34 (2xC); 136,65 (2xC); 152,91 (2xC); 153,11 (2xC); 158,14 (2xC). 

H R M S vypočteno pro C34H43N12 [M+H] +: 619,3734; na lezeno 619,3728. 

Obr. 11: Syntéza látky EC3 
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3.1.2.5 Syntéza látky EC5 

K látce EC2A (72 mg, 0,16 mmol) byl přidán pyrrolidin (3 ml) a směs byla pod 

argonovou atmosférou míchána 24 hodin z a teploty 160 °C (Obr. 12). P o ukončení 

reakce byl produkt přečištěn s loupcovou chromatografi í z a použití mobilní fáze 2 % 

až 3 % methanolu v chloroformu. Následně byl produkt promyt heptanem. Výtěžek 

byl 30 mg EC5 (32 %). 

1,5-Bis(2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin-9-yl)pentan (EC5): 1 H N M R (500 M H z , 

C D C I 3 ) 5 (ppm): 1,33 (m, 2H) ; 1,87-2,06 (m, 20H); 3,56 (m, 8H); 3,77 (bs, 4H) ; 4,01 

(t, 4 H , J = 7,0 Hz); 4,04 (bs, 4H) ; 7,38 (s, 2H). 1 3 C - N M R (125 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 

23,47; 24,50 (4xQ; 25,61 (4xQ; 29,10 (2xC); 42,54 (2xC); 46,67 (4xQ; 47,95 

(4xC); 113,85 (2xC); 135,60 (2xC); 152,85 (2xC); 153,06 (2xC); 158,00 (2xC). 

H R M S vypočteno pro C31H45N12 [M+H] +: 585,3890; na lezeno 585,3885. 

Cl A , 

N 

O 
•N O 

Cl 

EC2A EC5 

Obr. 12: Syntéza látky EC5 
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3.1.2.6 Syntéza látek EC7A a EC7B 

K 2,6-dichlorpurinu (100 mg, 0,53 mmol) byl přidán 4,4'-bis(bromomethyl)-bifenyl 

(90 mg, 0,26 mmol) a uhličitan draselný (110 mg, 0,80 mmol) (Obr. 13). Směs byla 

rozpuštěna v dimethylformamidu (3 ml) a pod argonovou atmosférou míchána 

24 hodin z a laboratorní teploty. Pro přečištění produktů s loupcovou chromatografi í 

byla použita mobilní fáze 2% methanol v chloroformu. Výtěžek byl 120 mg směsi 

EC7A a EC7B (41 %). Směs izomerů se nepodaři lo chromatografi í rozdělit, a proto 

byla použita v dalším kroku. (Pozn . 1 H - N M R signály vypsány ze spektra směsi, 
1 3 C - N M R signály pouze pro EC7A.) 

4,4 ,-Bis((2,6-dichlor-9H-purin-9-yl)methyl)-1,1 ,-bifenyl (EC7A): 1 H N M R 

(500 M H z , CDCI 3) 5 (ppm): 5,47 (s, 4H); 7,40 (d, 4H, J = 8,5 Hz); 7,58 (d, 4H, 

J = 8,5 Hz); 8,11 (s, 2H). 1 3 C - N M R (125 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 47,66 (2xC); 127,59 

(2xC); 128,02 (4xQ; 128,65 (4xQ; 128,67 (2xC); 133,50 (2xC); 140,87 (2xC); 

145,46 (2xC); 150,31 (2xC); 153,12 (2xC). 

2,6-dichloro-9-((4 ,-((2,6-dichloro-7H-purin-7-yl)methyl)-[1,1 ,-biphenyl]-4-

yl)methyl)-9H-purine (EC7B): 1 H N M R (500 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 5,47 (s, 2H); 

5,71 (s, 2H); 7,25 (d, 2H, J = 8,5 Hz); 7,40 (d, 2H, J = 8,5 Hz); 7,58 (d, 4H, 

J = 8,5 Hz); 8,11 (s, 1H); 8,29 (s, 1H). 

Cl 

Cl 

2,6-dichlorpurin 

Cl 

•N 

> 
NH 

Cl 

Cl 

.Cl 
EC7A 

EC7B 

Obr. 13: Syntéza látek EC7A a EC7B 
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3.1.2.7 Syntéza látek EC8A a EC8B 

Ke směsi látek EC7A a EC7B (61 mg, 0,11 mmol) byl přidán Pyrrolidin (3 ml) a směs 

byla pod argonovou atmosférou míchána 24 hodin z a teploty 160 °C (Obr. 14). Pro 

oddělení a přečištění produktů EC8A a EC8B s loupcovou chromatografi í byla 

použita mobilní fáze 1% až 5 % methanol v chloroformu. Ze směsi byl izolován 

pouze derivát EC8A ve výtěžku 29 % po dvou reakčních krocích (52,5 mg). 

4,4 ,-Bis((2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin-9-yl)methyl)-1,1 ,-bifenyl (EC8A): 1 H 

N M R (500 M H z , D M S O - d 6 ) 5 (ppm): 1,88-1,94 (m, 16H); 3,50-3,55 (m, 8H); 3,82 

(bs, 8H); 5,23 (s, 4H) ; 7,42 (d, 4 H , J = 8,3 Hz); 7,57 (d, 4 H , J = 8,3 Hz); 7,72 (s, 2H). 

Z důvodu velmi nízké rozpustnosti 1 3 C N M R spektrum nezměřeno. H R M S 

vypočteno pro C40H47N12 [M+H] +: 695,4047; na lezeno 695,4039. 

Obr. 14: Syntéza látek EC8A a EC8B 
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3.1.2.8 Syntéza látek EC9A a EC9B 

K 2,6-dichlorpurinu (100 mg, 0,53 mmol) byl přidán 1,12-dibromdodekan (87 mg, 

0,27 mmol) a uhličitan draselný (146 mg, 1,06 mmol) (Obr. 15). Směs byla 

rozpuštěna v dimethylformamidu (3 ml) a pod argonovou atmosférou míchána 

24 hodin z a laboratorní teploty. Pro oddělení a přečištění produktů EC9A a EC9B 

s loupcovou chromatografi í byla použita mobilní fáze 1% methanol v chloroformu, 

3 0 % cyklohexan v ethylacetátu a 2 0 % cyklohexan v ethylacetátu. Výtěžek byl 

30,5 mg EC9A (21 %) a 11 mg EC9B (8 %). 

1,12-Bis(2,6-dichlor-9H-purin-9-yl)dodekan (EC9A): 1 H N M R (500 M H z , C D C I 3 ) 

5 (ppm): 1,18-1,34 (m, 16H); 1,90 (pentet, 4 H , J = 7,2 Hz); 4,25 (t, 4 H , J = 7,2 Hz); 

8,11 (s, 2H). 1 3 C - N M R (125 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 26,43 (2xC); 28,80 (2 *C) ; 29,21 

(2xC); 29,26 (2xC); 29,67 (2 *C) ; 44,60 (2xC); 130,65 (2xC); 145,74 (2xC); 151,62 

(2xC); 152,77 (2xC); 153,10 (2xC). H R M S vypočteno pro C22H27CI4N8 

[M+H] +: 543,1113; na lezeno 543,1111. 

2,6-Dichlor-9-(12-(2,6-dichlor-7H-purin-7-yl)dodecyl)-9H-purin (EC9B): 1 H N M R 

(500 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 1,20-1,36 (m, 16H); 1,88-1,94 (m, 4H); 4,27 (t, 2 H , 

J = 7,2 Hz); 4,45 (t, 2 H , J = 7,2 Hz); 8,12 (s, 1H); 8,23 (s, 1H). 1 3 C - N M R (125 M H z , 

CDCI3) 5 (ppm): 26,26; 26,45; 28,83; 28,88; 29,24 (2xC); 29,28; 29,30; 29 ,71; 31,48; 

44,63; 47,69; 121,53; 130,70; 145,76; 150,20; 151,71; 152,85; 153,09; 153,14; 

163,59; 165,02. H R M S vypočteno pro C22H27CI4N8 [M+H] +: 543,1113; na lezeno 

543,1110. 

Obr. 15: Syntéza látek EC9A a EC9B 
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3.1.2.9 Syntéza látky EC10 

K látce EC9A (25 mg, 0,05 mmol) byl přidán Pyrrolidin (3 ml) a směs byla pod 

argonovou atmosférou míchána 24 hodin z a teploty 160 °C (Obr. 16). Pro přečištění 

produktu EC10 s loupcovou chromatografi í byla použita mobilní fáze 2 % až 3 % 

methanol v chloroformu. Výtěžek byl 31 mg EC10 (100 %). 

1,12-Bis(2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin-9-yl)dodekan (EC10): 1 H N M R 

(500 M H z , C D C I 3 ) 5 (ppm): 1,20-1,34 (m, 16H); 1,83 (pentet, 4 H , J = 7,1 Hz); 

1,92-2,02 (m, 16H); 3,57-3,60 (m, 8H) 3,91 (bs, 8H); 4,02 (t, 4 H , J = 7,1 Hz); 7,40 

(s, 2H) . 1 3 C - N M R (125 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 24,60 (4xQ; 25,63 ( 4xQ; 26,56 (2 *C) ; 

29,06 (2xC); 29,44 (2xC); 29,53 (2xC); 29,69 (2xC); 42,87 (2xC); 46,68 (4xC); 

47,25 (4xC); 113,89 (2xC); 135,76 (2xC); 152,90 (2xC); 153,10 (2xC); 158,05 

(2xC). H R M S vypočteno pro C38H59N12 [M+H] +: 683,4986; na lezeno 683,4974. 

EC9A EC10 

Obr. 16: Syntéza látky EC10 
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3.1.2.10 Syntéza látky EC12 

K látce V M 5 8 3 (25 mg, 0,07 mmol) byl přidán bis(2-(2-chloroethoxy)ethyl) ether 

(8 mg, 0,03 mmol) rozpustený v dimethylformamidu (3 ml) a uhličitan draselný 

(14,3 mg, 0,10 mmol) (Obr. 17). Směs byla pod argonovou atmosférou míchána 

24 hodin z a laboratorní teploty. Produkt EC12 byl přečištěn pomocí preparativní 

T L C z a použití mobilní fáze 2 % methanolu v chloroformu a lyofilizován 

v 1,4-dioxanu. Výtěžek byl 2,4 mg EC12 (8 %). 

2-(2-(2-(2-(4-((2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin-9-yl)me-

thyl)phenoxy)ethoxy)ethoxy)ethoxy)ethanol (EC12): 1 H N M R (500 M H z , C D C I 3 ) 

5 (ppm): 1,90-1,97 (m, 8H); 3,56-3,60 (m, 6H); 3,65-3,72 (m, 6H); 3,82 (dd, 2 H , 

J = 5,0, 4,6 Hz), 4,10 (t, 2 H , J = 4,6 Hz); 5,13 (s, 2H) ; 6,84 (d, 2 H , J = 8,6 Hz); 7,24 

(d, 2 H , J = 8,6 Hz); 7,36 (s, 1 H). Z důvodu velmi nízkého výtěžku 1 3 C N M R spektrum 

nezměřeno. H R M S vypočteno pro C28H41N6O5 [M+H] +: 541,3133; na lezeno 

541,3134. 

O N 

S o 

•N 

N 

O 

VM583 EC12 

Obr. 17: Syntéza látky EC12 
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3.1.2.11 Syntéza látky EC13 

K látce V M 5 8 3 (25 mg, 0,07 mmol) byl přidán 1,12-dibromdodekan (11,3 mg, 

0,03 mmol) a uhličitan draselný (14,3 mg, 0,10 mmol) (Obr. 18). Směs byla 

rozpuštěna v dimethylformamidu (3 ml) a pod argonovou atmosférou míchána 

24 hodin z a laboratorní teploty. Nejprve byl produkt EC13 přečištěn s loupcovou 

chromatografi í z a použití mobilní fáze 2 % methanolu v chloroformu. Následně byl 

dvakrát přečištěn pomocí preparativní TLC s mobilní fází 2 % methanolem 

v chloroformu a lyofilizován v 1,4-dioxanu. Výtěžek byl 16,9 mg EC13 (55 %). 

1,12-Bis(4-((2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin-9-yl)methyl)fenoxy)dodekan 

(EC13): 1 H N M R (500 M H z , CDCI 3) 5 (ppm): 1,26-1,34 (m, 12H); 1,43 (m, 4H); 1,75 

(m, 4H); 1,93-1,97 (m, 16H); 3,59-3,61 (m, 8H); 3,91 (t, 4 H , J = 6,6 Hz); 3,93 (bs, 

8H); 5,14 (s, 4H) ; 6,82 (d, 4 H , J = 8,7 Hz); 7,25 (d, 4 H , J = 8,7 Hz); 7,37 (s, 2H). 
1 3 C - N M R (125 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 25,63 (8*C); 25,99 (2xC); 29,19 (2xC); 29,35 

(2xC); 29,52 (4xC); 45,91 (2xC); 46,70 (4xC); 47,16 (4xC); 67,99 (2xC); 113,71 

(2xC); 114,56 (4xC); 128,85 (2xC); 129,31 (4xC); 135,45 (2xC); 152,89 (2xC); 

153,11 (2xC); 158,13 (2xC); 158,74 (2xC). H R M S vypočteno pro C52H71N12O2 

[M+H] +: 895,5823; na lezeno 895,5815. 

O 

Obr. 18: Syntéza látky EC13 
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3.1.2.12 Syntéza látky EC14 

K látce E H 6 (30 mg, 0,12 mmol) byl přidán bis(2-(2-chloroethoxy)ethyl) ether 

(13,4 mg, 0,06 mmol) a uhličitan draselný (24 mg, 0,17 mmol) (Obr. 19). Směs byla 

rozpuštěna v dimethylformamidu (3 ml) a pod argonovou atmosférou míchána 

24 hodin z a teploty 120 °C. Nejprve byl produkt EC14 přečištěn s loupcovou 

chromatografi í z a použití mobilní fáze 2 % až 3 % methanolu v chloroformu. 

Následně byl přečištěn pomocí preparativní T L C s mobilní fází 4 % methanolem 

v chloroformu a lyofilizován v 1,4-dioxanu. Výtěžek byl 26,4 mg EC14 (68 %). 

9,9 ,-(((Oxybis(ethan-2,1-diyl))bis(oxy))bis(ethan-2,1-diyl))bis(2,6-di(pyrrolidin-

1-yl)-9H-purin) (EC14): 1 H N M R (500 M H z , C D C I 3 ) 5 (ppm): 1,91-1,99 (m, 16H); 

3,54-3,57 (m, 16H); 3,78 (t, 4 H , J = 5,2 Hz); 3,98 (bs, 8H); 4,21 (t, 4 H , J = 5,2 Hz); 

7,55 (s, 2H). 1 3 C - N M R (125 M H z , CDCI3) 5 (ppm): 25,59 (4xQ; 25,74 (2xC); 42,66 

(2xC); 46,66 (4xQ; 47,27 (2xC); 69,37 (2xC); 70,50 (4xQ; 113,51 (2xC); 136,74 

(2xC); 152,62 (2xC); 153,03 (2xC); 157,97 (2xQ. H R M S vypočteno pro 

C34H51N12O3 [M+H] +: 675,4207; na lezeno 675,4202. 

N ^ N 

O N 

O N O 
EH6 EC14 

Obr. 19: Syntéza látky EC14 
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3.2 Biologická část 

3.2.1 Materiál 

3.2.1.1 Chemikálie 

3-nitropropionová kysel ina (3NP) , all-ŕrans retinová kysel ina (ATRA) , caspase 3 

apopain substrát, dihydroethidium (DHE) , dimethylsulfoxid ( D M S O ) , dithiothreitol 

(DTT), Du lbeccoho modif ikované Eag leho médium obohacené o směs živin F12 

( D M E M / F 1 2 ) , fenylmethylsulfonylfluorid ( P M S F ) , fosfátový pufr ( P B S ) , kaspasový 

pufr, N-acetylcystein (NAC) , propidium jodid (PI), triton X -100 - vše od firmy 

Sigma-Aldr ich. Kalcein A M , YO-PRO™-1 jodid ( Y O - P R O - 1 ) - vše od firmy 

Invitrogen. V M 5 8 3 - z knihovny Laboratoře růstových regulátorů. 

3.2.1.2 Laboratorní přístroje a pomůcky 

Analyt ické váhy (Sartorius), automatické pipety (Eppendorf), blokový termostat 

(Fischer Scientif ic), centrifuga Eppendorf (Sigma-Aldr ich), C O 2 inkubátor ( P H C ) , 

destičkový reader Infinite M200 Pro (Tecan), konfokální mikroskop (Leica), 

laminární box (Thermo Scientif ic), mikroskop s inverzním fázovým kontrastem 

(Olympus C K X 4 1 ) , třepačka (Biosan). 

3.2.1.3 Buněčná linie SH-SY5Y 

K testování biologické aktivity připravených látek byla použita buěčná linie 

S H - S Y 5 Y ( E C A C C 94030304). Jedná se o l idskou neuroblastomovou buněčnou linii 

hojně využívanou pro studium biologie neuronů (Lopez-Suarez et a l . , 2022). 

Buňky byly v koncentraci 20 000 buněk na jamku v 10% D M E M / F 1 2 (100 ul) 

nasazovány do 96jamkové destičky. Byly nasazovány ve sloupcích 2 až 12 

a v řadách B až G , v ostatních jamkách bylo pouze médium bez buněk. P o 

24hodinové inkubaci bylo přidáno 100 ul 2 0 u M A T R A v 1% D M E M / F 1 2 z a účelem 
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navození di ferenciace buněk. Následovala 48hodinová inkubace v 37 °C a při 

5% C 0 2 . 

3.2.2 Metody 

3.2.2.1 Obecný postup testování biologické aktivity 

Byl připraven 10mM zásobní roztok látek EC12 a EC14v D M S O . Z látek EC5, EC10 

a EC13 byl připraven 5 m M zásobní roztok z důvodu horší rozpustnosti těchto látek. 

Kvůli rozpustnosti musely být z testování zce la vyřazeny látky EC3 a EC8A. 

Jako toxin byl použit 2 0 m M roztok 3 N P v 1% D M E M / F 1 2 . Látky byly testovány 

ve třech koncentracích (10 u M , 1 uM a 0,1 uM) v př ipraveném roztoku média 

s toxinem. 

Pro kontrolní buňky byl použit 0 ,1% roztok D M S O v 1% D M E M / F 1 2 a 2 0 m M 

roztok 3 N P v 1% D M E M / F 1 2 . K ovlivnění pozitivních kontrolních buněk byl použit 

N A C v 1% D M E M / F 1 2 o koncentracích 1000 u M , 100 uM a 10 u M . Dále byla pro 

srovnání použita látka V M 5 8 3 ve stejných koncentracích jako testované látky. 

Ovlivnění buněk probíhalo tak, že bylo z 96jamkové desky s buňkami 

S H - S Y 5 Y odstraněno staré médium a nahrazeno 100 ul média nového s obsahem 

příslušných látek. První s loupec neobsahoval buňky a byl tedy využit jako tzv. slepý 

vzorek v řadě B až G pouze s D M E M / F 1 2 s D M S O a v řadě E až G s D M E M / F 1 2 

s 3 N P . V e druhém sloupci byly v řadě B až D kontrolní neovl ivněné buňky a v řadě 

E až G buňky ovl ivněné pouze 3 N P . V e třetím až pátém sloupci byly buňky ovlivněny 

testovanými látkami v tripletech. V šestém sloupci byly, ve stejném uspořádání jako 

ve sloupci druhém, kontrolní buňky. V sedmém až devátém (případně dvanáctém 

podle počtu testovaných látek) s loupci byly opět buňky ovlivněny testovanými 

látkami v tripletech. 

3.2.2.2 Stanovení buněčné smrti pomocí propidium jodidu 

Ke stanovení buněčné smrti se využívá P l , což je f luorescenční interkalační činidlo 

vmezeřující se pouze do D N A mrtvých buněk s narušenou permeabil i tou membrány 

(Dengler e ta l . , 1995). 
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P o 48hodinové inkubaci ovl ivněných buněk byl připraven 5 0 0 * ředěný roztok 

P l (zásobní koncentrace 1 mg/ml) v 1* P B S a do každé jamky bylo přidáno 100 ul 

takto připraveného roztoku. Buňky byly inkubovány 15 minut ve tmě z a laboratorní 

teploty. Následně byla destička stočena v centrifuze po dobu 1 min při 1400 R P M . 

Detekce byla provedena pomocí spektrofotometru z a použití v lnových délek 535 nm 

(excitace) a 617 nm (emise). 

3.2.2.3 Stanovení oxidativního stresu pomocí dihydroethidia 

Ke stanovení oxidativního stresu buněk se využívá D H E , které se v buňce oxiduje, 

produkt této ox idace se váže na D N A a následně vykazuje detekovatelnou 

f luorescenci (Peshavar iya et a l . , 2007). 

P o 24hodinové inkubaci ovl ivněných buněk byla destička stočena v centrifuze 

po dobu 5 minut při 1000 R P M . Z destičky bylo následně odstraněno staré médium 

a nahrazeno 100 ul 10uM roztoku D H E v P B S . Buňky byly inkubovány 30 minut ve 

tmě z a laboratorní teploty. Detekce byla provedena pomocí spektrofotometru z a 

použití v lnových délek 500 nm (excitace) a 580 nm (emise). 

3.2.2.4 Stanovení aktivity kaspasy 3 

Stanovení aktivity kaspasy 3 se využívá pro studium apoptosy, protože kaspasy 

jsou enzymy, které se při ní uplatňují. Cytoplazmatická membrána má pro kaspasy 

špatnou propustnost, a proto musí být buňky lyžovány pomocí kaspasového pufru 

(Kaufmann et a l . , 2008). 

Ovl ivněné buňky byly inkubovány 24 hodin a následně k nim bylo přidáno 50 ul 

kaspasového pufru obsahujícího 75uM kaspasový substrát, 3 0 m M DTT a 3 m M 

P M S F . Buňky byly inkubovány 2 hodiny ve tmě z a teploty 37 °C a 5% C O 2 . Detekce 

byla provedena pomocí spektrofotometru z a použití v lnových délek 400 nm 

(excitace) a 505 nm (emise). 
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3.2.2.5 Stanovení apoptosy pomocí YO-PRO™-1 jodidu 

Y O - P R O - 1 , f luorescenční barvivo, se využívá pro stanovení umírajících či mrtvých 

buněk, protože může pronikat pouze porušenou cytoplazmatickou membránou a až 

poté se vázat na D N A (Idziorek et a l . , 1995). 

P o 24hodinové inkubaci ovl ivněných buněk byla 96jamková destička stočena 

v centrifuze po dobu 5 minut při 1000 R P M . Z destičky bylo následně odstraněno 

staré médium a nahrazeno 100 ul 1uM roztoku Y O - P R O - 1 v P B S . Buňky byly 

inkubovány 15 minut ve tmě z a laboratorní teploty. Detekce byla provedena pomocí 

spektrofotometru z a použití v lnových délek 488 nm (excitace) a 530 nm (emise). 

3.2.2.6 Stanovení cytotoxicity testovaných látek 

Buňky byly ovlivněny obdobným způsobem jako u výše uvedených testů, ale bez 

toxinu 3 N P . Jedna lo se tedy o ovlivnění testovanými látkami v příslušných 

koncentracích v D M E M / F 1 2 . Pozitivní kontrolní buňky byly opět ovl ivněny D M S O 

v D M E M / F 1 2 . Do s loupce 1 až 2, řádků E až G 96jamkové destičky bylo ale místo 

kontrolních buněk ošetřených 3 N P naneseno pouze 1% D M E M / F 1 2 . 

P o 48hodinové inkubaci bylo z jamek obsahujících pouze 1% D M E M / F 1 2 

odebráno 50 ul a nahrazeno 50 ul tritonu X - 1 0 0 s finální koncentrací 1 %. 

Následovala j iž výše popsaná detekce pomocí P l . 

3.2.2.7 Vyhodnocení ovlivnění buněk testovanými látkami 

pomocí konfokálního mikroskopu 

Barvení buněk pomocí kalceinu A M (acetoxymethyl), je účinnou metodou pro 

studium apoptosy v živých buňkách pomocí konfokální mikroskopie. Kalcein A M 

prochází cytoplazmatickou membránou do živých buněk, kde je esterasami 

přeměněn na f luorescenční kalcein (Gatti et a l . , 1998). 

Pro pozorování buněk linie S H - S Y 5 Y po ovlivnění testovanými látkami byla 

použita 8jamková destička s buňkami nasazenými v koncentraci 50 000 buněk na 

jamku v 10% D M E M / F 1 2 s přídavkem 2 0 u M roztoku A T R A v 1% D M E M / F 1 2 . 
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P o 48hodinové inkubaci buněk v 37 °C a při 5 % C O 2 bylo odstraněno staré 

médium. První jamka byla určena pro kontrolní neovl ivněné buňky a bylo do ní 

přidáno 200 ul 0 , 1 % roztoku D M S O v 1% D M E M / F 1 2 , druhá jamka byla určena pro 

kontrolní buňky ovl ivněné pouze toxinem a bylo do ní přidáno 200 ul 2 0 m M roztoku 

3 N P v 1% D M E M / F 1 2 . Do dalších jamek bylo přidáno 200 ul 1uM a 10uM roztoků 

látek EC12 a EC14 v 2 0 m M roztoku 3 N P v 1% D M E M / F 1 2 . K ovlivnění pozitivních 

kontrolních buněk byl použit N A C v 1% D M E M / F 1 2 o koncentraci 1000 u M . Dále 

byla pro srovnání použita látka V M 5 8 3 o koncentraci 10 uM v 1% D M E M / F 1 2 . 

P o 48hodinové inkubaci ovl ivněných buněk bylo z každé jamky odebráno 50 ul 

starého média a nahrazeno 150 ul roztoku kalceinu A M v P B S připraveného 

smícháním 1,2 ul kalceinu A M (o koncentraci 1 mg/ml) a 1600 ul P B S . P o 

50minutové inkubaci v 37 °C a při 5 % C O 2 následovalo samotné pozorování 

ovl ivněných buněk pomocí konfokálního mikroskopu. 
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4 Výsledky a diskuze 

4.1 Syntéza látek 

Byly připraveny dimerní purinové deriváty EC3, EC5, EC8A, EC10, EC13 a EC14 

a monomer EC12. Dvoustupňovou syntézou byly připraveny látky EC3, EC5, EC8A 

a EC10. Jednostupňovou syntézou byly připraveny látky EC12 (Obr. 17), EC13 

(Obr. 18) a EC14 (Obr. 19). Využívány byly pouze symetrické produkty z toho 

důvodu, aby byla zachována vaznost podobná monomerům. 

Výchozí látkou pro produkty dvoustupňových syntéz byl 2,6-dichlorpurin. Látka 

EC3 byla připravena z látky EC1A substitucí atomů chloru v poloze C 2 , C 6 a C 2 ' , 

C 6 ' z a pyrrolidin. Látka EC1A byla předtím připravena dimerizací 2,6-dichlorpurinu 

s l inkerem dibromo-p-xylenem (Obr. 20). 

2,6-dichlorpurin EC1A EC3 

Obr. 20: Dvoustupňová syntéza látky EC3 

Obdobným způsobem z a použití rozdílných linkerů byly syntetizovány látky 

EC5 (Obr. 21) a EC10 (Obr. 22). 
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2,6-dichlorpurin EC2A EC5 

Obr. 21: Dvoustupňová syntéza látky EC5 

2,6-dichlorpurin EC9A EC10 

Obr. 22: Dvoustupňová syntéza látky EC10 

V syntéze látky EC8A byl ten rozdíl, že byla připravována ze směsi obou 

izomerů EC7, jak symetr ického, tak asymetr ického, z toho důvodu, že se je 

nepodaři lo s loupcovou chromatografi í rozdělit. Ze směsi symetr ického 

a asymetr ického derivátu EC8A a EC8B byl následně izolován pouze symetrický 

produkt EC8A (Obr. 23). 
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2,6-dichlorpurin EC7A EC8A 

Obr. 23: Dvoustupňová syntéza látky EC8A 

Výchozí látkou pro jednostupňovou syntézu EC12 a EC13 byla látka V M 5 8 3 . 

Pr inc ipem reakcí byla d imer izace V M 5 8 3 z a využití příslušných l inkerů. Pomocí 

H R M S ale bylo zjištěno, že látka EC12 d imerem není a syntéza tedy nebyla 

úspěšná, protože byl izolován pouze monomer. Reakcí vznikla zřejmě směs 

produktů, z níž byla kvůli nízkému výtěžku obtížně izolována majoritní látka, 

monomer EC12. 

Výchozí látkou pro syntézu EC14 byla látka E H 6 , která byla podrobena 

dimerizaci s l inkerem bis(2-(2-chloroethoxy)ethyl) etherem. Tento dimer byl 

původně připravován dvoustupňovou syntézou z 2,6-dichlorpurinu, ale již první krok 

této syntézy nebyl úspěšný a dimer se nevytvořil. 

Produkty byly ve většině případů ve formě bílého prášku. P o u z e látky EC12, 

EC13 a EC14 byly olejovité, a proto byly podrobeny lyofilizaci k převedení do 

pevného stavu. 

Nejproblematičtější vlastností připravených látek se ukázala být jejich 

rozpustnost. Zatímco EC12 a EC14, které obě obsahují bis(2-(2-chloroethoxy)ethyl) 

ether, byly dobře rozpustné, tak látky EC5, EC10 a EC13, u nichž byl jako linker 

použit uhlovodíkový řetězec, měly o poznání horší rozpustnost. Produkty EC8A 

a EC3 obsahující linker bifenyl a xylen musely být kvůli své nerozpustnost i zce la 

vyřazeny z biologického testování. 
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4.2 Testování biologické aktivity 

Již v předchozích pracích Laboratoře růstových regulátorů byla studována 

biologická a neuroprotektivní aktivita různých purinových derivátů. Například 

v rámci bakalářské práce Mgr. Heleny Kordinové byly syntetizovány 

2,6,9-trisubstituované deriváty purinu a testovány rovněž v modelu 3 N P pomocí 

kalceinu A M , kdy byl především u 2,6-di(azepan-1-yl)-9-benzyl-9H-purinu zjištěn 

významný cytoprotektivní účinek (Kordinová, 2020). Na tyto studie bylo navázáno 

v této bakalářské práci přípravou dimerních purinových derivátů. 

V prvním testování bylo provedeno stanovení buněčné smrti pomocí P l 

(Graf 1). Cí lem bylo zjistit, z d a mají připravené látky protektivní účinky vzh ledem 

ktox inu 3 N P , který představuje model Huntingtonovy choroby, vyvolává 

neurodegenerativní změny a mitochondriální dysfunkci (Brouillet et a l . , 2005). 

Výsledky byly vztaženy ke kontrolním buňkám ovl ivněným pouze 2 0 m M 3 N P 

a normal izovaným na 100% buněčnou smrt, což je o 84 % více než u buněk 

kontrolních ovl ivněných pouze D M S O . Výsledky byly porovnány s účinkem N A C 

(pokles o 8 1 % v koncentraci 1000 uM), jakožto látkou s prokázaným 

neuroprotektivním efektem, a s účinkem látky V M 5 8 3 (pokles o 65 % v koncentraci 

10 uM), jejíž aktivita byla publikována v patentu č. 308800 (Gonza lez et a l . , 2021 a). 

By la pozorována biologická aktivita všech testovaných látek. Nejvýraznější 

efekt byl pozorován u látky EC14, u níž došlo v koncentraci 10 uM k poklesu 

buněčné smrti o 70 %. Buňky ovl ivněné látkou EC12 (10 uM) zaznamena ly pokles 

o 50 %. Následovaly buňky ovl ivněné EC5 (10 uM) s pok lesem o 37 %, EC10 

(10 uM) s pok lesem o 29 % a EC13 (10 uM) s pok lesem o 27 %. Na rozdíl od N A C 

připravené látky vykazují účinek j iž v nízkých koncentracích (10 uM), zatímco N A C 

poskytuje srovnatelné hodnoty až v koncentraci 1000 u M . 

Rozdílná oproti ostatním látkám se ukázala být látka EC13, která s rostoucí 

koncentrací nevykazuje rostoucí protektivní účinek proti buněčné smrti, a naopak 

ve všech testovaných koncentracích poskytla podobný výsledek. To může být 

způsobeno nižší rozpustností této látky. 

K dalšímu testování byly postoupeny pouze látky nejperspektivnější, tedy 

EC12 a EC14. 
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48 h 

Graf 1: Stanovení buněčné smrti pomoci PI po ovlivnění testovanými látkami společně 
s toxinem 20mM 3NP a po 48hodinové inkubaci. Buňky byly ovlivněny látkami EC5, EC10, 
EC12, EC13, EC14 a VM583 v koncentracích 0,1, 1 a 10 | jM. Kontrolní buňky jsou 
ovlivněné 0,1% D M S O (CTR DMSO). Kontrolní buňky s pozitivním efektem jsou ovlivněny 
NAC v koncentracích 10, 100 a 1000 pM. Hodnoty vyjadřují normalizovanou buněčnou 
smrt (%) ± S E M (standardní chyba průměru) vztaženou ktoxinu 20mM 3NP. Hodnoty 
představují aritmetický průměr ze tří na sobě nezávislých experimentů provedených 
v triplikátu. 

Dalším provedeným testem bylo stanovení oxidativního stresu pomocí D H E 

(Graf 2). Výsledky byly vztaženy ke kontrolním buňkám ovl ivněným pouze 2 0 m M 

3 N P a normal izovaným na 100% oxidatívni poškození, což je o 62 % více než 

u buněk kontrolních ovl ivněných pouze D M S O . Výsledky byly porovnány s 4 6 % 

pok lesem oxidativního poškození u buněk ovl ivněných N A C (1000 uM) a s 3 9 % 

pok lesem u buněk ovl ivněných V M 5 8 3 (10 uM). 

Všechny testované látky vykazují podobný efekt. Buňky ovl ivněné látkou EC12 

(10 uM) snižují oxidatívni poškození oproti kontrolním buňkám ovl ivněným 3 N P 

0 37 %, látkou EC14 (10 uM) o 34 %. Jsou to tedy výsledky srovnatelné s efektem 

látky V M 5 8 3 a také N A C , který v koncentraci 1000 uM vykazuje pouze o 9 až 12 % 

lepší účinek. Významný pokles oxidativního stresu vykazují j iž buňky ovlivněné 

1 uM EC12 a EC14 - o 26 % a 24 %. Naopak v koncentraci 0,1 uM EC14 a V M 5 8 3 

je oxidatívni stres navýšen až nad úroveň toxinu 3 N P , což může být způsobeno 

chybou v měření. 
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Graf 2: Stanovení oxidativního stresu pomocí DHE po ovlivnění testovanými látkami 
společně s toxinem 20mM 3NP a po 24hodinové inkubaci. Buňky byly ovlivněny látkami 
EC12, EC14 a VM583 v koncentracích 0,1, 1 a 10 uM. Kontrolní buňky jsou ovlivněné 
0 , 1 % D M S O (CTR DMSO). Kontrolní buňky s pozitivním efektem jsou ovlivněny NAC 
v koncentracích 10, 100 a 1000 uM. Hodnoty vyjadřují míru oxidativního stresu (%) ± S E M 
vztaženou k toxinu 20mM 3NP. Hodnoty představují aritmetický průměr z šesti na sobě 
nezávislých experimentů provedených vtriplikátu. 

Míra apoptosy byla testována pomocí stanovení aktivity kaspasy 3, jakožto 

apoptot ického markeru (Graf 3). Výsledky byly vztaženy ke kontrolním buňkám 

ovl ivněným pouze 2 0 m M 3 N P , pro které byla aktivita kaspasy 3 normalizována na 

100 %. V kontrolních buňkách ovl ivněných pouze D M S O byla aktivita kaspasy 3 

o 58 % nižší. Výsledky byly porovnány se 7 2 % pok lesem aktivity kaspasy 3 

v buňkách ovl ivněných N A C (1000 uM) a se 7 4 % pok lesem v buňkách ovl ivněných 

V M 5 8 3 ( 1 0 uM). 

Obě testované látky prokázaly významný efekt na snížení aktivity kaspasy 3 

a tedy apoptosy. Jak EC12, tak EC14 (10 uM) snížily aktivitu kaspasy 3 až pod 

úroveň kontrolních neovl ivněných buněk o 72, respektive 66 %. Buňky ovlivněné 

látkou EC12 (10 uM) vykazují tedy shodnou kaspasovou aktivitu jako kontrolní 

buňky ovl ivněné N A C . Naopak v koncentraci 0,1 uM EC14 je kaspasová aktivita 

navýšena až nad úroveň toxinu 3 N P a v koncentraci 0,1 uM EC12 je s toxinem 

téměř shodná. 
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Graf 3: Stanovení aktivity kaspasy 3 po ovlivnění testovanými látkami společně s toxinem 
20mM 3NP a po 24hodinové inkubaci. Buňky byly ovlivněny látkami EC12, EC14 a VM583 
v koncentracích 0,1, 1 a 10 pM. Kontrolní buňky jsou ovlivněné 0,1% D M S O (CTR DMSO). 
Kontrolní buňky s pozitivním efektem jsou ovlivněny NAC v koncentracích 10, 100 
a 1000 pM. Hodnoty vyjadřují aktivitu kaspasy 3 (%) ± S E M vztaženou k toxinu 20mM 3NP. 
Hodnoty představují aritmetický průměr ze čtyř na sobě nezávislých experimentů 
provedených v triplikátu. 

Ke stanovení míry apoptosy byl dále použit test pomocí Y O - P R O - 1 (Graf 4). 

Výsledky byly vztaženy ke kontrolním buňkám ovl ivněným pouze 2 0 m M 3 N P , pro 

které byla apoptosa normalizována na 100 % buněk. Kontrolní buňky ovlivněné 

pouze D M S O podlehly apoptose o 59 % méně. Výsledky byly porovnány se 4 6 % 

pok lesem míry apoptosy u buněk ovl ivněných N A C (1000 uM) a se 4 4 % pok lesem 

u buněk ovl ivněných V M 5 8 3 (10 uM). 

Vl iv obou testovaných látek je srovnatelný s oběma typy kontrolních buněk, 

pro EC12 (10 uM) se jedná o 4 6 % rozdíl oproti buňkám ovl ivněným pouze 3 N P 

a pro EC14 (10 uM) o 4 8 % . Syntet izované látky tedy prokázaly shodný či dokonce 

lepší efekt než kontrolní látky. 
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Graf 4: Stanovení míry apoptosy pomocí YO-PRO-1 jodidu po ovlivnění testovanými látkami 
společně s toxinem 20mM 3NP a po 24hodinové inkubaci. Buňky byly ovlivněny látkami 
EC12, EC14a VM583v koncentracích 0,1,1 a 10 JJM. Kontrolní buňky jsou ovlivněné 0,1% 
DMSO (CTR DMSO). Kontrolní buňky s pozitivním efektem jsou ovlivněny NAC 
v koncentracích 10,100 a 1000 JJM. Hodnoty vyjadřují míru apoptosy (%) ± S E M vztaženou 
ktoxinu 20mM 3NP. Hodnoty představují aritmetický průměr ze čtyř na sobě nezávislých 
experimentů provedených v triplikátu. 

Ovlivnění buněk S H - S Y 5 Y látkami EC12 a EC14 bylo pozorováno rovněž 

prostřednictvím konfokálního mikroskopu po obarvení ka lce inem A M (Obr. 24). 

Jedná se o metodu vhodnou pro studium apoptosy ve stále živých buňkách (Gatti 

e t a l . , 1998). 

Kontrolní buňky s 0 ,1% D M S O vykazují morfologické rysy živých 

diferencovaných buněk, mají neurity, lze pozorovat i synapse . Kontrolní buňky 

ovl ivněné pouze toxinem 3 N P jsou naopak apoptot ické, zakulacené, bez neuritů. 

N a buňkách ovl ivněných 1uM EC12 a EC14 není patrný žádný efekt, jsou 

apoptotické. Oproti tomu při vyšší koncentraci 10uM EC12 a EC14 vykazují látky 

určitý účinek. Takto ovl ivněné buňky jsou živé, mají jasně zřetelné neurity stejně 

jako srovnávací buňky ovl ivněné 10uM V M 5 8 3 . Jako pozitivní kontrolní buňky byly 

použity buňky ovl ivněné 1000uM N A C . Jako látka s prokázaným neuroprotektivním 

účinkem by N A C měl oddálit apoptosu, což ale při tomto experimentu nebylo patrné. 

J e tam pouze mírný rozdíl oproti ryze apoptot ickým buňkám ovl ivněným pouze 3 N P . 
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To je způsobeno nedef inovanou chybou v experimentu. Z časových důvodů nebylo 

možné konfokální mikroskopii zopakovat , a chybu tedy napravit. 

CTR DMSO 20mM 3NP 

1uM EC12 10uM EC12 

1 u M E C 1 4 10uMEC14 

10OOuM NAC 10uM VM583 

Obr. 24: Fluorescenční snímky buněk SH-SY5Y z konfokálního mikroskopu po ovlivnění 
testovanými látkami společně s toxinem 20mM 3NP a 48hodinové inkubaci. Zvětšení 
objektivu 20* , celkové zvětšení 200*, elektronické zvětšení 4 * , měřítko odpovídá u všech 
snímků 50 um. Buňky byly ovlivněny látkami EC12 a EC14 v koncentracích 1 a 10 uM 
a látkou VM583 v koncentraci 10 uM. Kontrolní buňky jsou ovlivněny 0,1% D M S O (CTR 
DMSO) nebo pouze toxinem 20mM 3NP. Kontrolní buňky s pozitivním efektem jsou 
ovlivněny NAC v koncentraci 1000 uM. 
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Byla testována také cytotoxicita připravených látek (Graf 5). Výsledky byly 

vztaženy ke kontrolním buňkám ovl ivněným pouze tritonem X-100 , pro které byl 

toxický efekt normalizován na 100 %, což je o 86 % více než pro buňky kontrolní 

ovl ivněné D M S O . U připravených látek nebyl prokázán cytotoxický efekt. Nejvyšší 

cytotoxicita vyšla u látky EC13 v koncentraci 1 uM a u látky EC14 v koncentraci 

10 u M , kdy byla pro obě shodně pouze o 3 % vyšší než u kontrolních buněk 

ovl ivněných D M S O . 
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Graf 5: Stanovení cytotoxicity pomocí Pl po ovlivnění testovanými látkami a po 48hodinové 
inkubaci. Buňky byly ovlivněny látkami EC5, EC10, EC12, EC13 a EC14 v koncentracích 
0,1, 1 a 10 pM. Kontrolní buňky jsou ovlivněné 0,1% D M S O (CTR DMSO). Hodnoty 
vyjadřují cytotoxický efekt (%) ± S E M vztaženou ktoxinu 1% tritonu X-100. Hodnoty 
představují aritmetický průměr z jednoho experimentu provedeného v triplikátu. 

Předpokládaná neuroprotektivní aktivita syntet izovaných látek byla do určité 

míry potvrzena. Jedná se o další rozvinutí j iž předchozích studií. Výsledky 

odpovídají prokázané neuroprotektivní aktivitě některých cytokininů, které nicméně 

nebyly testovány v modelu 3 N P , ale v modelu salsol inolu a glutamátu (Gonza lez et 

a l . , 2021b), proto nelze studie blíže porovnávat. Testování protektivního účinku 

dimerních purinových derivátů proti toxicitě vyvolané j inými látkami představuje 

další studijní příležitost. 

Z dosavadního výzkumu prováděného v Laboratoři růstových regulátorů a na 

Katedře experimentální biologie je známo, že purinové deriváty interagují 

s kanabinoidním receptorem 2 (CB2) a s butyrylchol inesterasou ( B C h E ) , ale zatím 

tyto poznatky nebyly publikovány (Gonzalez) . V důsledku toho se předpokládá, že 
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by tyto molekulární cíle mohly být vhodné i pro dimerní purinové deriváty. 

V diplomové práci Mgr. Heleny Kordinové bylo zjištěno, že monomemí látky rovněž 

odvozené od purinu mají dobré vazebné parametry jak pro C B 2 , tak pro B C h E , ale 

nebylo to v jej ím rámci potvrzeno biologickým testováním (Kordinová, 2022). C B 2 

představuje slibnější terapeutický cíl než kanabinoidní receptor 1 (CB1) , protože 

agonisté C B 1 vykazují nežádoucí psychotropní účinky (Navarro et a l . , 2016). 

Příprava homodimerních látek při zachování aktivity obou částí umožňuje následné 

potvrzení potenciální aktivity dané látky nebo i látky odvozené od původního dimeru. 

C B 2 a kanabinoidy jsou v současnosti podrobovány mnoha studiím ve snaze 

optimalizovat léčbu neurodegenerat ivních onemocnění. Stanciu et al . např. 

publikovali vliv selektivního agonisty C B 2 , J W H - 1 3 3 , na zmírnění neurozánětl ivé 

reakce a shlukování p-amyloidu u myší s f eno t ypem podobným Alzheimerově 

chorobě (Stanciu et a l . , 2024). 

V provedených rešerších nebyla dohledána žádná j iná studie zabývající se 

konkrétně testováním dimerních purinových derivátů. Byly nicméně navrženy 

bitopické l igandy pro C B 2 složené ze 2 stejných chromenopyrazolových derivátů 

spojených uhlovodíkovým řetězcem, u nichž byla prokázána selektivita pro C B 2 

oproti C B 1 . Jej ich potenciál spočívá v možnosti současné interakce se dvěma 

vazebnými místy jednoho receptoru (Morales et al . , 2020). Stejný potenciál se dá 

tedy předpokládat i u látek, jej ichž syntéza a testování je předmětem této práce. 

Jako vhodné inhibitory B C h E se ukázaly být některé 

5,6-dihydropyrido[2',1':2,3]imidazo[4,5-c]chinolinové deriváty, jej ichž 

neuroprotektivní aktivita byla studována na buňkách S H - S Y 5 Y jak v modelu 3 N P , 

tak v modelu 1-methyl-4-fenylpyridinium (MPP+) , kde v obou případech vykazovaly 

efekt snižování buněčné smrti. V modelu M P P + jim byl mimo j iného prokázán také 

antiapoptotický efekt. Rovněž byl prokázán vztah mezi neuroprotektivní aktivitou 

těchto látek, a právě C B 2 receptorem. V modelu 3 N P tyto cholinové deriváty 

snižovaly buněčnou smrt o 20 až 50 % (Jena et al . , 2024). V porovnání s našimi 

látkami tedy vykazovaly v tomto konkrétním modelu srovnatelnou či, v případě 

EC14, horší aktivitu. 

Srovnání výše uvedených látek s připravenými dimery není ideální, ať už 

z důvodu strukturních odlišností nebo j iného testovacího modelu. Nicméně se dá 

u látek připravených v této bakalářské práci na základě těchto skutečností 

předpokládat molekulární cíl C B 2 a B C h E . 
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5 Závěr 

V teoretické části bakalářské práce je kladen důraz na typické znaky 

neurodegenerat ivních onemocnění a na nejhojněji skloňovaná neurodegenerat ivní 

onemocnění s důrazem na Huntingtonovu chorobu, protože syntet izované látky byly 

testovány právě v jej ím modelu. Dále jsou shrnuty současné terapeutické přístupy 

k vybraným neurodegenerat ivním onemocněním a neuroprotektivní aktivita 

heterocykl ických, potažmo purinových derivátů. 

V experimentální části bakalářské práce bylo syntet izováno šest dimerních 

purinových derivátů s rozdílnými linkery a jeden monomer. Dvoustupňovou 

syntézou to byly látky EC3, EC5, EC8A a EC10. Jednostupňovou syntézou 

monomer EC12 a dimery EC13 a EC14. Kromě látek EC3 a EC8A, které musely 

být kvůli své nerozpustnost i vyřazeny, byla testována biologická aktivita 

připravených látek na buněčné linii S H - S Y 5 Y v modelu 3 N P . Prvním testem bylo 

stanovení buněčné smrti pomocí P l . Přestože všechny testované látky vykazovaly 

určitý efekt, tak nejúčinnější se ukázala být monomerní látka EC12 (pokles o 50 %) 

a dimerní EC14 (pokles o 70 %), a proto byly podrobeny dalším testům. To bylo 

stanovení oxidativního stresu pomocí D H E , kde jak EC12 (37 %), tak EC14 (34 %) 

prokázaly účinek srovnatelný s kontrolními látkami (46 a 39 %). Pomocí stanovení 

aktivity kaspasy 3 byla s tanovena míra apoptosy ovl ivněných buněk. Bylo zjištěno, 

že obě látky opět snižují aktivitu kaspasy 3 (o 72 a 66 %) srovnatelně s kontrolními 

látkami (o 72 a 74 %). Apop tosa byla také studována pomocí Y O - P R O - 1 , kdy byly 

výsledky obdobné. EC12 snížila počet apoptot ických buněk o 46 %, EC14 o 48 %, 

zatímco kontrolní látky o 46 a 44 %. 

Nakonec byly pozorovány morfologické rozdíly mezi ovl ivněnými 

a neovl ivněnými buňkami pomocí konfokálního mikroskopu po obarvení 

kalceinem A M . Obě látky, EC12 i EC14 prokázaly protektivní účinek. Žádná 

z testovaných látek nevykazuje cytotoxický efekt. 

Obecně lze říct, že testované látky, především EC12 a EC14, vykazují 

neuroprotektivní účinek. Bylo prokázáno, že zabraňují buněčné smrti, snižují 

oxidatívni stres a zabraňují apoptose. Na rozdíl od kontrolní látky N A C také působí 

j iž v nízkých koncentracích (10 uM). Aktivita EC12 potvrzuje neuroprotektivní 

vlastnosti látek tohoto typu i v monomerní formě. 
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Předmětem dalšího studia by mohl být přesný mechan ismus účinku látek 

EC12 a EC14 nebo ověření jejich aktivity v modelu j iného toxinu. V navazující práci 

se počítá s přípravou dimerních purinových derivátů s dalšími druhy l inkerů, např. 

dusíkatými, nebo s přípravou heterosubsti tuovaných derivátů. 
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