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TLC chromatografie na tenké vrstvé

VMAT?2 vezikularni monoaminovy transportér 2
VPS35 gen kodujici vakuolarni tfidici protein 35
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1  Uvod acile

Neurodegenerativni onemocnéni jsou riznorodé choroby, za jejichZ typicky znak
a pri€inu jsou povazovany abnormalni proteinové agregace. Mezi nejvice
sklonovana onemocnéni patfi Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba,
amyotroficka lateralni skler6za (ALS) a Huntingtonova choroba. Dosud nebyla
vyvinuta léCba téchto onemocnéni, pfistupuje se pouze k lécbé symptomatické,
a proto ma velky vyznam studium a vyvoj neuroprotektivnich latek.

Jako potencialni neuroprotektivni latky jsou zkoumany napf. derivaty purinu.
Tato aktivita jiz byla prokazana napr. C2,C6-disubstituova-
nym-9-benzyl-9H-purinovym derivatim a nékterym cytokininim.

Dimerni latky predstavuji slibny studijni cil diky pfedpokladané soucasné

interakci se dvéma vazebnymi misty cilovych struktur.

Cile prace:
1. Provést literarni reSerSi zaméfujici se na neuroprotekci, neurodegeneraci,
derivaty purinu a Huntingtonovu chorobu.
2. Syntetizovat dimery 2,6-disubstituovanych derivatt purinu s riznymi linkery.
3. Provést testovani biologické aktivity pfipravenych latek se zaméfenim na

neuroprotektivni vlastnosti.
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2 Teoreticka cast

2.1 Neurodegenerace

Neurodegenerativni onemocnéni je pojmenovani skupiny ruznorodych
patologickych stavu vyznacujicich se ztratou neuronl centralniho €i periferniho
nervového systému. Zakladnim privodnim znakem jsou typické proteinové
abnormality v nervové soustavé. Neurony nejsou schopny autoopravy z divodu
jejich terminalni diferenciace. Tato onemocnéni postihuji pfedevsim starsi pacienty
a jsou tedy zavaznym problémem vzhledem k souCasnému starnuti populace.
Pfikladem neurodegenerativnino onemocnéni je Alzheimerova choroba,
Parkinsonova choroba, Huntingtonova choroba nebo ALS.

Mezi znaky neurodegenerativnich onemocnéni patfi patologické shlukovani
proteinl, nespravna funkce synaptickych a neuronovych siti, odchylky
v proteostaze a cytoskeletu, abnormalni energeticky metabolismus, chyby RNA

a DNA, zanét a v neposledni fadé samotny zanik neuront (Wilson Il et al., 2023).

211 Priciny neurodegenerace

Mezi neurodegenerativnimi onemocnénimi a vysokym vékem je uzka souvislost.
V mozku starSich lidi byla prokazana pfitomnost riznych pozménénych proteinu,
napf. B-amyloidu tvoficiho amyloidni plaky, hyperfosforylovaného tau proteinu,
transaktivniho DNA vazajiciho proteinu (TDP-43) nebo a-synukleinu. Tyto
proteinové abnormality se daji povazovat za pfi€inu neurodegenerace, ale vyskytuji
se i u pacientl bez kognitivniho poSkozeni, proto je nelze povaZovat za jeji
jednoznacné markery (Elobeid et al., 2016).

B-amyloid je peptidovy fragment o velikosti 40 nebo 42 aminokyselin (Selkoe,
2000), jehoz shlukovanim vznikaji amyloidové plaky, tzv. senilni plaky, které jsou
povazovany za hlavni znak a pfi¢inu Alzheimerovy choroby (Reiss et al., 2018).
B-amyloid je odvozen od amyloidniho prekurzorového proteinu (APP), integralniho
membranového glykoproteinu. APP se podili na regulaci tvorby a opravy synapsi
(Priller et al., 2006). Je Stépen pomoci B-sekretas a y-sekretas na B-amyloid (Chen

et al., 2017). Po proteolytickém vzniku B-amyloidu z APP se muzZe vyskytovat
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v nékolika formach, napf. jako monomer &i oligomer. Pro patologicky stav je typicky
vyskyt vtzv. amyloidnich fibrilach (Selkoe, 2000). Pravé ty se shlukuji do
amyloidnich plaku, zatimco rozpustné oligomery se Sifi po celém mozku (Chen
et al., 2017). Amyloidni plaky mohou narusSovat pfenos signalu mezi dvéma neurony
a mohou zpUsobovat imunitni reakci nebo angiopatii (Ashrafian et al., 2021).

Po rozstépeni APP je [p-amyloid ve formé oligomeru uvolnén do
extracelularnino prostfedi, kde muizZe byt odbouran pomoci genu kddujiciho
apolipoprotein E (APOE) nebo muZe byt vychytavan astrocyty. Cast téchto
oligomeru se ale v extracelularnim prostoru shlukuje a tvofi fibrily, z nichz se vytvafi
plaky. Amyloidni plaky mohou byt degradovany pomoci makrofagu a mikroglii nebo
endoproteasami z astrocytd. Neodbourané oligomery z amyloidnich plakd jsou
neurotoxické pro blizké synapse a indukuji shlukovani tau proteinu (Masters et al.,
2015).

Tau protein je protein asociovany s mikrotubuly, nachazi se predevSim
v neuronech, konkrétné v bilé hmoté& mozkové, tedy v axonech (Binder et al., 1985),
kde stabilizuje mikrotubuly (Drubin & Kirschner, 1986). Tau protein se muze
vyskytovat ve fosforylovaném nebo defosforylovaném stavu. Na rozdil od
fosforylované formy ta defosforylovana zajiStuje mnohem rychlej$i polymerizaci
tubulinu (Lindwall & Cole, 1984).

Fosforylovany tau protein tvofi neurofibrilarni klubka. Jejich tvorba je uzce
spjata i s amyloidnimi plaky, protoZze pravé ty spousti procesy, které v dusledku
v bunice aktivuji kinasy, jez fosforyluji tau protein. Po fosforylaci se tau protein uvolni
z mikrotubult a shlukuje se do neurofibrilarnich klubek. Pfi nedostatku tohoto
proteinu se mikrotubuly stavaji slabymi, narusuje se jejich funkce a muze dojit az
k apoptose (Ashrafian et al., 2021).

Transaktivni DNA vazajici protein, TDP-43, byl prokazan jako soucast
abnormalnich ubiquitinovych inkluzi u frontotemporalni lobarni degenerace a ALS
(Arai et al., 2006). TDP-43 je heterogenni ribonukleoprotein za fyziologickych
podminek mimo jiného napf. regulujici metabolismus RNA nebo opravy DNA (Liao
et al., 2022).

V mozku pacientd postizenych Parkinsonovou chorobou byla prokazana
pritomnost tzv. Lewyho télisek, jejichZ hlavni slozkou je a-synuklein (Spillantini
etal., 1998). Je to presynapticky neuronalni protein kddovany genem SNCA.
Patologicky a-synuklein neni specificky pouze pro Parkinsonovu chorobu, ale
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vyskytuje se i u fady jinych synukleinopatii, jako je napf. demence s Lewyho télisky
nebo multisystémova atrofie (Stefanis, 2012). Patologicky vliv a-synukleinu spociva
vjeho agregaci, kdy se zrozvolnénych monomert stava heterogenni smés
protofibril, které pfedchazi fibrilam (Periquet et al., 2007). Ty se shlukuji do Lewyho
télisek v perikaryonu a Lewyho neuritd v neuronovych vybéZcich (Kalia & Lang,
2015). Agregovany a-synuklein byl prokazan jako dopaminergni neurotoxicka latka
(Periquet et al., 2007).

21.2 Typy neurodegenerativhich onemocnéni

2.1.21 Alzheimerova choroba

Alzheimerova choroba je nejcastéjsi pfi¢inou demence. Odhaduje se, Ze v roce
2020 trpélo timto onemocnénim 6,07 miliont obyvatel USA starSich 65 let a v roce
2060 se o¢ekava narast az na 13,85 miliont (Rajan et al., 2021).

Alzheimerova choroba je neurodegenerativni onemocnéni postihujici velkou
¢ast mozkové kiry a hipokampu. RozliSuje se CastéjSi sporadicka forma
onemocnéni, ktera postihuje pravé starSi populaci s primérnym vékem nastupu
nemoci v 80 letech. Méné nez 1 % nemocnych ale tvofi pacienti s genetickou
autozomalné dominantni formou choroby, ktera se projevuje primérné jiz ve
45. roku Zivota (Masters et al., 2015).

Hlavnim pfiznakem je ztrata paméti nejvyznamnéjsi pro nedavné vzpominky
(kratkodobou pamét), zatimco napfiklad proceduralni pamét s centrem mimo
hipokampus zUstava zachovana. DalSim projevem muize byt zména chovani nebo
problém s nalezenim vhodnych slov (Erkkinen et al., 2018).

Klinické fazi Alzheimerovy choroby pfedchazi velmi dlouhda preklinicka
a prodromalni faze (Masters et al., 2015). Za preklinickou fazi onemocnéni je
povazovan stav, kdy jsou pfitomny markery typické pro Alzheimerovu chorobu
u jedince bez kognitivniho postiZeni (Dubois et al., 2016).

Typickym znakem tohoto onemocnéni je hromadéni nerozpustného
B-amyloidu v amyloidnich placich v extracelularnim prostoru a cévnich sténach
a také intracelularni tvorba neurofibrilarnich klubek z fosforylovaného tau proteinu.
Charakteristicky je rovnéz ubytek synapsi a neuronl a pokles specifickych
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neurotransmiterd (Masters et al., 2015). Vyznamnym faktorem jsou také
neurozanétlivé reakce, které sice napomahaji odstranéni poskozené tkane, ale ve
zvySené mife naopak zpusobuji poskozeni, chronicky zanét a zanik neuron(
(Pardo-Moreno et al., 2022).

APOQOE je vyznamny geneticky rizikovy faktor pozdniho nastupu Alzheimerovy
choroby, konkrétné jeho alela APOE €4. Jedna se o gen kodujici apolipoprotein E,
v lidském téle hojné exprimovany glykoprotein, jenz se uc€astni mimo jiného
transportu cholesterolu a jinych lipidl, clearence amyloidu nebo neuronové
signalizace. Kromé alely APOE ¢4 se vymezuji i alely €2 a €3. U heterozygotl
nesoucich jednu alelu €4 je tfikrat vySSi pravdépodobnost nastupu Alzheimerovy
choroby, u homozygotld az desetkrat vysSi. Zatimco apolipoprotein 4 puUsobi
neurotoxicky, apolipoprotein 3 pUsobi neuroprotektivné (Munoz, Garner, & Ooi,
2019).

2.1.2.2 Parkinsonova choroba

Parkinsonova choroba je typ neurodegenerativniho onemocnéni, pro néz je typické
odumirani dopaminergnich neuronl v substantia nigra pars compacta. To ma za
nasledek ubytek dopaminu v bazalnich gangliich, a tedy motorické poruchy. DalSim
privodnim znakem je potom Lewyho patologie sestavajici z Lewyho télisek
a Lewyho neuritl (Kalia & Lang, 2015).

Mezi klasické projevy tohoto onemocnéni patfi bradykineze (zpomaleni
pohybu), svalova ztuhlost, klidovy tfes nebo posturalni nestabilita. Motorickym
symptomim mohou pFedchazet nemotorické symptomy v prodromalni fazi
onemocnéni, kterd maze trvat i 20 let (Kalia & Lang, 2015). Casto se jedna
o smyslové poruchy zasahujici ¢€ich, zrak ¢i vnimani bolesti (vétSinou
muskuloskeletalni). Dale také deprese, uzkosti a apatie, u vétSiny pacientl se
s postupem onemocnéni rozviji i demence, pfiCemz mirnou kognitivni poruchou trpi
25 % pacientd jiz v pogatcich onemocnéni. Casta je ortostaticka hypotenze,
gastrointestinalni problémy, detruzorova hyperaktivita a v neposledni Fadé
nespavost nebo porucha spanku v REM fazi (Pfeiffer, 2016).

Je popsano nékolik genu, které se podili na rozvoji autozomalné dominantni

formy onemocnéni. Hojné sklofiovanym genetickym rizikovym faktorem
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Parkinsonovy choroby je gen SNCA kédujici a-synuklein. DalSi je potom LRRK2
kodujici kinasu 2 bohatou na leucinové repetice a jehoz mutace jsou nejCastéjsi
pFi¢inou autozomalné dominantni Parkinsonovy choroby. Ostatni rizikové geny jsou
gen pro vakuolarni tfidici protein 35 (VPS35), pro eukaryoticky translaéni iniciaéni
faktor 4 gama 1 (EIF4G1), pro receptorem zprostfedkovanou endocytosu
(DNAJC13) a pro protein 2 obsahujici doménu dvé spiraly svinuté do helixu
(CHCHDZ2). Pficina autozomalné recesivnich forem Parkinsonovy choroby je
pfisuzovana genu parkin, genu pro PTEN indukovanou kinasu 1 (PINK1) a pro
protein 7 Parkinsonovy choroby (DJ-1). V tomto pfipadé je nejCastéjSi priCinou
mutace v genu parkin. Vyznamnym rizikovym faktorem jsou rovnéz mutace v GBA

kddujicim B-glukocerebrosidasu (Kalia & Lang, 2015).

2.1.2.3 Amyotroficka lateralni skler6za

ALS je fatalni typ neurodegenerativniho onemocnéni vyznadujici se postizenim
motoneuront mozku, mozkového kmene i michy. Hlavnim symptomem tohoto
onemocnéni je svalova slabost progredujici az k umrti z ddvodu respiracniho
selhani, a to jiz 2 aZ 4 roky od stanoveni diagn6zy (Goutman et al., 2022). Postihuje
horni i dolni motoneuron. Svalova slabost se projevuje na pohybu koncetin, dysfagii,
dysartrii a dychani (Feldman et al., 2022).

ALS zpusobuje i kognitivni poSkozeni, konkrétné jazykovy deficit nebo deficit
v oblasti exekutivnich funkci. Casto ALS doprovazi frontotemporalni demence
(Abrahams et al., 2014).

Nejcastéji jsou ALS postizeni jedinci ve véku od 60 do 79 let. Je odhadovano,
Ze celosvétové na tuto nemoc v roce 2015 trpélo 222 801 jedinch a do roku 2040
se predpoklada navyseni tohoto poc¢tu 0 69 % na 376 674 nemocnych (Arthur et al.,
2016).

Typickym znakem ALS jsou inkluze posttranslaéné modifikovaného nebo
zkraceného proteinu TDP-43 v cytoplazmé, pfestoZe se za fyziologickych podminek
jedna o jaderny protein (Goutman et al., 2022).

Za velké procento onemocnéni ALS jsou zodpovédny geny C9orf72 (kéduje
protein podilejici na endozomalnim transportu nebo opravach DNA), SOD1 (kéduje
superoxid dismutasu 1), TARDBP (kdoduje TDP-43) a FUS (kéduje RNA-vazajici
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protein; Goutman et al., 2022). Geny C9orf72, TARDBP a FUS jsou pfi€inou
naruseni metabolismu RNA kvdli shlukovani proteind vazajicich DNA a RNA.
DalSimi patofyziologickymi znaky je naruSeni proteostazy a autofagie, zmény
cytoskeletu a genem SOD1 vyvolana mitochondrialni dysfunkce (Feldman et al.,
2022).

2.1.2.4 Huntingtonova choroba

Huntingtonova choroba je monogenni neurodegenerativhi onemocnéni vyznacujici
CAG repetici vgenu HTT kodujicim protein huntingtin, které odpovida
polyglutaminova (polyQ) sekvence tohoto proteinu. Fyziologicka délka repetice je
od 6 do 35 jednotek, pfi délce nad 40 jednotek se spousti chorobny proces (Bates
et al., 2015).

Studie v Némecku v roce 2019 uvedla dvouletou incidenci Huntingtonovy
choroby 1,8 na 100 000 jedinct a dvouletou prevalenci 9,2 na 100 000 jedincl. Jako
nejCastéjSi prlvodni jev onemocnéni byla zjisténa deprese, a to u 42,9 %
pozorovanych osob (Ohimeier et al., 2019). Median preziti od nastupu klinickych
pfiznakl je 35 let, od nastupu motorickych obtizi 24 let a pramérny vék doZiti
pacientl je 58 let. NejCastéjsi pfiCinou smrti byva zapal plic nebo jiné infekce
(Rodrigues et al., 2017).

Charakteristickym symptomem je motoricka porucha, ale zpUsobuje
i kognitivni a neuropsychiatrické obtize. Motoricka dysfunkce sestava jak z poruchy
mimovolnich pohybd, chorey, tak z poruchy volnich pohybd. PostiZeni jedinci maji
problémy s pozornosti, planovanim nebo emocnim porozuménim. Mohou trpét
depresi a apatii (Bates et al., 2015).

Vyznamnym patogenetickym znakem Huntingtonovy choroby je fragmentace
huntingtinu (Bates et al., 2015). Z HTT vznika kompletni huntingtin a N-terminalni
fragment, tzv. HTT exon 1. Huntingtin je nasledné proteolyticky degradovan na
proteinové fragmenty, které vstupuji do jadra buriky, kde se oligomerizuji a agreguiji,
¢imz tvofi inkluze. Vlivem téchto jadernych procest dochazi k naruSeni transkripce.
Cast proteolyticky vzniklych fragmentt agreguje pfimo v cytoplazmé, coz je vlivem
progredujiciho onemocnéni jesté zesileno (McColgan & Tabrizi, 2018).
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Mutantni huntingtin zpUsobuje dysfunkci neuront a v kone¢ném dusledku
i jejich zanik. HTT exon 1 a tvorba agregatl ovliviuji proteostazu, axonalni pfenos,
transkripci, translaci, mitochondrialni funkci a synaptické spoje (McColgan & Tabrizi,
2018).

NejcastéjSi diagnostika Huntingtonovy choroby je za vyuZiti genetického testu
na pfitomnost abnormalniho poc¢tu CAG repetic v HTT. DalSim ddlezitym kritériem
je i zhodnoceni klinickych symptom0 a rodinna anamnéza (Bates et al., 2015).
Vhodnym diagnostickym prostfedkem jsou ale i zobrazovaci metody jako
magneticka rezonance, protoze u postiZzenych jedincl je patrny ubytek mozkové
tkanég, ktery zac€ina jiz mnoho let pfed faktickou diagnézou onemocnéni u pacienta.
Nejvyznamnéjsi rozdil mezi jedincem nemocnym a zdravym je ve striatalni tkani,

ale ubytek bilé hmoty mozkové je rovnéz znacny (Paulsen et al., 2010).

21.3 Terapie neurodegenerativhich onemocnéni

Lécba neurodegenerativnich onemocnéni se v soucasnosti stale omezuje na IéCbu
symptomu (Erkkinen et al., 2018).

Jednim z problém0 |éEby neurodegenerativnich onemocnéni je samotny
transport pfipadného IéCiva do CNS. Jejich uvolfiovani totiz brani
hematoencefalickd a hematolikvorova bariéra. Re$enim mohou byt invazivni
metody, injektovani IéCiva pfimo do mozku nebo napf. intranazalni aplikace. Znacny
potencial pro I1éEbu neurodegenerativnich onemocnéni ma aplikace IéCiv pomoci
nanocastic (Akhtar et al., 2021).

Alzheimerova choroba

Americky Ufad pro kontrolu potravin a légiv (FDA) schvalil pouze nékolik 16k na
Alzheimerovu chorobu, napf. aducanumab, lecanemab, donepezil, galantamin,
rivastigmin, memantin a Iék kombinujici memantin a donepezil (Pardo-Moreno
et al., 2022).

Donepezil, rivastigmin a galantamin (Obr. 1) jsou inhibitory

acetylcholinesterasy. ZvySuji hladinu acetylcholinu, neurotransmiteru, ktery ma vliv
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na kognici a jehoz hladina je u jedincu trpicich touto chorobou snizena (Erkkinen
et al., 2018).

s
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(0]
H O
i )i " ~
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3 N 3NN 0
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H;C CH;
donepezil rivastigmin galantamin

Obr. 1: Struktury donepezilu, rivastigminu a galantaminu

Memantin (Obr. 2) je antagonista N-methyl-D-aspartatového (NMDA)
receptoru a zpomaluje progresi u pacientl se stfedné tézkou az téZzkou formou
onemocnéni (Erkkinen et al., 2018).

NH,

CH,
memantin
Obr. 2: Struktura memantinu

Aducanumab a lecanemab jsou anti-amyloidové monoklonalni protilatky. Jsou
to jedina léciva, ktera plsobi pfimo na molekularné biologicky aspekt Alzheimerovy
choroby, ¢imz nemoc modifikuji, na rozdil od ostatnich, které cili pouze na
symptomatickou IéCbu. Byl prokazan jejich uc€inek na redukci amyloidnich plaki,

¢imz zpomaluji progresi onemocnéni (Cummings, 2023).

Parkinsonova choroba

Lécba Parkinsonovy choroby cili pfedevsSim na nedostatek dopaminu v substantia
nigra a tedy na motorické pfiznaky (Kalia & Lang, 2015).

Dosud nejucinngjSim Iékem je levodopa (Obr. 3) patfici do skupiny prekurzoru
dopaminu. Pfi |éCbé se vyuziva jeji pfemény na dopamin pomoci striatalnich
enzym0. Uzivani tohoto 1é€iva ale provazi mnoho nezadoucich uginkd, a proto se

témér vzdy podava v kombinaci s dalSimi IéCivy, napf. s karbidopou (Obr. 3), dalSim
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dopaminovym prekurzorem, ktery inhibuje pfedCasnou pfeménu levodopy na

dopamin (Cacabelos, 2017).

] OH
NH,
HO
OH
levodopa karbidopa

Obr. 3: Struktury levodopy a karbidopy
DalSimi  vyuzivanymi  antiparkinsoniky  jsou  dopaminergni  léky,
napf. amantadin (Obr. 4). Podavaji se také inhibitory monoaminoxidasy B (MAO-B),
napft. rasagilin (Obr. 4), protoze MAO-B je zodpovédna za metabolismus dopaminu.
Inhibitory katechol-O-methyltranferasy (KOMT), napf. entacapone (Obr. 4),
prodluzuji udrzeni hladiny levodopy v plazmé (Cacabelos, 2017).

(CH3
/7'* O N _CHs
NH,
/
NH A
> o-
\H* OH
o) OH
amantadin rasagilin entacapone

Obr. 4: Struktury amantadinu, rasagilinu a entacapone

Amyotroficka lateralni skleré6za

Pro pacienty trpici ALS je v souCasné dobé schvaleno pouze nékolik I&Civ,
nejvyznamnéjsi jsou riluzol a edaravon (Obr. 5). Riluzol je antagonista glutamatu
prodluzujici dobu preziti zhruba o 3 mésice (Bensimon et al., 1994). Edaravon je
latka, ktera eliminuje reaktivni kyslikové formy a pusobi tak, Zze zpomaluje
zhorsovani motorickych funkci. Pfesny mechanismus u¢inku obou lékl dosud neni

znam (Jaiswal, 2019).
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Obr. 5: Struktury riluzolu a edaravonu

V roce 2023 byl ve zrychleném procesu FDA schvalen lék tofersen (,FDA
approves treatment of amyotrophic lateral sclerosis associated with a mutation in
the SOD1 gene", 2023), antisense oligonukleotid uréeny pro pacienty s mutaci
SOD1 genu. Bylo prokazano, Ze snizuje koncentraci SOD1 v mozkomiSnim moku
a taky lehkych fetézcl neurofilament v plazmé, které jsou biomarkerem axonalniho

poskozeni a neurodegenerace (Miller et al., 2022).
Huntingtonova choroba

Pro pacienty trpici Huntingtonovou chorobou je typicka chorea, k jejiz 1éCbé se
vyuziva tetrabenazin (Obr. 6) patfici do skupiny inhibitord vezikularniho
monoaminového transportéru 2 (VMATZ2; Richard & Frank, 2019). Inhibuje
presynaptické uvolfiovani dopaminu a blokuje postsynaptické dopaminoveé
receptory (Ondo et al., 2002). Proti choree pusobi rovnéz deutetrabenazin (Obr. 6),
derivat tetrabenazinu obohaceny o molekuly deuteria. Deutetrabenazin se diky
deuteriu vyznacuje delSim biologickym poloCasem, coZ je vyhodou pfi uzivani
(Richard & Frank, 2019).

O TN O ol
N »—CH, N )—CHs

tetrabenazin deutetrabenazin

Obr. 6: Struktury tetrabenazinu a deutetrabenazinu
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Prokazany ucinek ma i valbenazin (Obr. 7), rovnéZz ze skupiny inhibitord
VMAT2 (Stimming et al., 2023).

Pacientlim s rozvinutymi depresemi i psych6zou jsou podavana neuroleptika,
napr. olanzapin (Obr. 7), ktery ma ¢asteCny ucinek i na Iécbu chorey (Paleacu et al.,

2002).
H,C

e

N

Hye— |
57 W

valbenazin olanzapin

Obr. 7: Struktury valbenazinu a olanzapinu

2.2 Heterocykly a jejich neuroprotektivni aktivita

Heterocyklické sloucCeniny jsou zakladem velkého mnozstvi biologicky aktivnich
latek, vyznamny podil tvofi predevsim dusikaté heterocykly. Jejich vyhodou je
stabilita, u€innost a schopnost dusiku se prostfednictvim vodikovych mustkl vazat
na DNA (Heravi & Zadsirjan, 2020).

Byla prokazana antineurodegenerativni aktivita derivatd purinu, konkrétné
C2,C6-disubstituovanych-9-benzyl-9H-purinovych derivatd. Témto latkam byl
prokazan ucinek zvysujici zivotaschopnost neuronu, neuroprotekce a snizeni
oxidativniho stresu. Také aktivuji transkripéni faktor Nrf2 (jaderny faktor 2 spjaty
s erythroidnim faktorem 2; Gonzalez et al., 2021a)

Od purinu jsou odvozené rovnéz rostlinné hormony cytokininy. Jedna se
o latky na bazi adeninu substituované v poloze 6 riznymi substituenty (Obr. 8).
Cytokininy vykazuji antioxidacni aktivitu, coz je stéZejni pro vyzkum IéCby
neurodegenerativnich onemocnéni, pro néZz je oxidativni stres signifikantni.
Cytokininim kinetin-3-glukosidu (K3G), cis-zeatin ribosidu (cZR)
a Né-isopentenyladenosinu (iPR) byla prokazana neuroprotektivni aktivita (Obr. 8;
Gonzalez et al., 2021b).

21



N

adenin cytokinin

HO ;
HO - HO OH
Q/\ HO" ©
N ;

cZR iPR K3G

Obr. 8: Struktura adeninu, obecna struktura cytokininu a vybrané cytokininy
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemicka cast

3.1.1 Material

3.1.1.1 Chemikalie

Cyklohexan, dichlormethan, ethanol, chloroform, methanol, uhli¢itan draselny — vée
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, ethylacetat, heptan, manganistan  draselny,
N,N-dimethylformamid, pyrrolidin - v8e od firmy Sigma-Aldrich. EH6, VM583 —

z knihovny Laboratofe rastovych regulatoru.

3.1.1.2 Laboratorni pristroje a pomiicky

Analytické vahy (Sartorius), digestof (Merci), hlinikové TLC desticky potazené
silikagelem (Merck), horkovzdusna pistole (Steinel), lyofilizator (Gregor
instruments), magnetickda michacka s ohfevem (IKA), nuklearni magneticky
rezonanéni spektrometr (NMR, Jeol), rotacni vakuova odparka (Heidolph), silikagel
pro kolonovou chromatografii (Lach-ner), sklenéné preparativni desky potazené
silikagelem (Merck), ultrazvukova lazen (Kraintek), UV lampa s komorou
(Spectroline), vakuova pumpa (Vacuubrand), vysoko-rozliSujici hmotnostni
spektrometr (HRMS) Orbitrap Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific).
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3.1.2 Metody

3.1.21 Obecny postup syntézy dimerd 2,6-disubstituovanych

derivata purinu

Reakce probihaly pod argonovou atmosférou. Po provedené syntéze byly vzdy
prubéh reakce a Cistota produktu zkontrolovany pomoci chromatografie na tenké
vrstvé (TLC). Stejnym zpusobem byla ovéfovana vhodnost mobilni faze pro
sloupcovou chromatografii a vyvinuté desti¢ky byly analyzovany UV detekci. Pred
samotnym precisténim bylo odpafeno rozpoustédlo a surovy produkt byl vycCistén
sloupcovou chromatografii za vyuziti stacionarni faze silikagelu a vhodné zvolené
mobilni faze. V nékterych pfipadech byla pouzita preparativni TLC. Produkty byly
ve formé bilého prasku, v pfipadé olejovitych latek byly produkty pfevedeny do
pevného stavu pomoci lyofilizace v 1,4-dioxanu. Vysledné produkty byly
analyzovany na NMR a HRMS.

NMR spektra byla méfena na JEOL JNM-ECA 500 (JEOL, Tokyo, Japonsko;
1H, 500 MHz; 13C, 125 MHz) spektrometru vybaveném 5mm JEOL Royal sondou.
1H NMR a 13C NMR chemicky posun (8) byly kalibrovany za vyuziti
tetramethylsilanu (1H & = 0 ppm) nebo rozpoustédla: CDCI3 (1H 6 = 7,27 ppm, 13C
6 = 77,00 ppm) nebo DMSO-d6 (1H 6 = 2,46 ppm, 13C & = 40,00 ppm). Chemicky
posun je udavan v ppm (&6-méfitko), interakéni konstanty (J) v Hz. VSechny hodnoty
byly ziskany analyzou prvniho fadu a NMR data byla zpracovana za vyuziti
ACD/NMR Processor Academic Edition (ver. 12.01).

V8echny vzorky byly méfeny vysoko-rozliSujicim hmotnostnim spektrometrem
Orbitrap Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific) s ionizaci elektrosprejem metodou

pfimého nastfiku.
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3.1.2.2 Syntéza latek EC1A a EC1B

K 2,6-dichlorpurinu (100 mg, 0,53 mmol) byl pfidan dibromo-p-xylen (70 mg,
0,27 mmol) a uhli¢itan draselny (110 mg, 0,80 mmol) (Obr. 9). Smés byla
rozpusténa v dimethylformamidu (3 ml) a pod argonovou atmosférou michana
24 hodin za laboratorni teploty. Pro precisténi produktu a oddéleni EC1A a EC1B
sloupcovou chromatografii byla pouzita mobilni faze 2% az 3% methanol
v chloroformu. EC1A i EC1B byly promyty chloroformem. VytéZek byl 81 mg EC1A
(64 %) a 35 mg EC1B (28 %).

1,4-Bis((2,6-dichlor-9H-purin-9-yl)methyl)benzen (EC1A): '"H NMR (500 MHz,
DMSO-ds) & (ppm): 5,47 (s, 4H); 7,33 (s, 4H); 8,82 (s, 2H). "*C-NMR (125 MHz,
DMSO-ds) & (ppm): 46,72 (2xC); 128,10 (4xC); 135,58 (2xC); 148,42 (2xC); 149,81
(2xC); 151,13 (2xC); 153,38 (2xC). HRMS vypocteno pro CigH11ClsNs
[M+H]": 478,9861; nalezeno 478,9858.
2,6-Dichlor-9-(4-((2,6-dichlor-7H-purin-7-yl)methyl)benzyl)-9H-purin  (EC1B):
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 5,48 (s, 2H); 5,71 (s, 2H); 7,20 (d, 2H,
J =8,1Hz); 7,23 (d, 2H, J = 8,1 Hz); 8,92 (s, 1H); 9,02 (s, 1H). "3C-NMR (125 MHz,
DMSO-de) & (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.
HRMS vypocteno pro C1gH11ClaNg [M+H]": 478,9861; nalezeno 478,9858.

ol Cl
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e Y& N\/O/\ 'L/\§_/<N EC1A
N | N\> . CI>7 § Y Cl
CIAN NH

+
. Nﬁ cl X
2,6-dichlorpurin N>/_\§/N\/®/\ N{% “ EciB
- e
Cl

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

K 2,6-dichlorpurinu (100 mg, 0,53 mmol) byl pfidan 1,5-dibrompentan (61 mg,
0,27 mmol) a uhli¢itan draselny (146 mg, 1,06 mmol) (Obr. 10). Smés byla
rozpusténa v dimethylformamidu (3 ml) a pod argonovou atmosférou michana
24 hodin za laboratorni teploty. Pro oddéleni EC2A a EC2B sloupcovou
chromatografii byla pouzita mobilni faze 1% az 5% methanol v chloroformu. Produkt
EC2A byl precistén sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze 2% az 4%
methanolu v ethylacetatu a nasledné promyt heptanem. Produkt EC2B byl piecistén
sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze 4% az 8% methanolu
v ethylacetatu a nasledné promyt heptanem. Vytézek byl 72 mg EC2A (61 %)
a 17 mg EC2B (14 %).

1,5-Bis(2,6-dichlor-9H-purin-9-yl)pentan (EC2A): '"H NMR (500 MHz, CDCls)
o (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). > C-NMR (125 MHz, CDCl3s) & (ppm): 23,55; 29,20 (2xC); 44,14 (2xC);
130,66 (2xC); 145,55 (2xC); 151,85 (2xC); 152,92 (2xC); 153,05 (2xC). HRMS
vypocteno pro C15H13ClsNg [M+H]": 445,0017; nalezeno 445,0011.
2,6-Dichlor-9-(5-(2,6-dichlor-7H-purin-7-yl)pentyl)-9H-purin (EC2B): 'H NMR
(500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,26 (m, 2H); 1,83-1,91 (m, 4H); 4,24 (t, 2H,
J=7,0Hz); 4,42 (t, 2H, J = 7,0 Hz); 8,73 (s, 1H); 8,85 (s, 1H). "*C-NMR (125 MHz,
DMSO-ds) & (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. HRMS vypocteno pro
C15H13ClaNg [M+H]": 445,0017; nalezeno 445,0015.
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Obr. 10: Syntéza latek EC2A a EC2B
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3.1.2.4 Syntéza latky EC3

K latce EC1A (81 mg, 0,17 mmol) byl pfidan pyrrolidin (3 ml) a smés byla pod
argonovou atmosférou michana 24 hodin za teploty 160 °C (Obr. 11). Pro precisténi
produktu sloupcovou chromatografii byla pouZita mobilni faze 2% methanol
v chloroformu. VytéZek byl 68 g EC3 (65 %).

1,4-Bis((2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin-9-yl)methyl)benzen (EC3): 'H NMR
(500 MHz, CDCls) & (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). 3C-NMR (125 MHz, CDCls)
O (ppm): 25,62 (8xC); 45,97 (2xC); 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).
HRMS vypocteno pro CzsHasN12 [M+H]*: 619,3734; nalezeno 619,3728.

N
: 0
EC1A EC3

Obr. 11: Syntéza latky EC3
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3.1.2.5 Syntéza latky EC5

Klatce EC2A (72 mg, 0,16 mmol) byl pfidan pyrrolidin (3 ml) a smés byla pod
argonovou atmosférou michana 24 hodin za teploty 160 °C (Obr. 12). Po ukon¢eni
reakce byl produkt pfecistén sloupcovou chromatografii za pouziti mobilni faze 2%
az 3% methanolu v chloroformu. Nasledné byl produkt promyt heptanem. VytéZzek
byl 30 mg EC5 (32 %).

1,5-Bis(2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin-9-yl)pentan (EC5): '"H NMR (500 MHz,
CDCIz) & (ppm): 1,33 (m, 2H); 1,87-2,06 (m, 20H); 3,56 (m, 8H); 3,77 (bs, 4H); 4,01
(t, 4H, J = 7,0 Hz); 4,04 (bs, 4H); 7,38 (s, 2H). "*C-NMR (125 MHz, CDClI3) & (ppm):
23,47; 24,50 (4xC); 25,61 (4xC); 29,10 (2xC); 42,54 (2xC); 46,67 (4xC); 47,95
(4xC); 113,85 (2xC); 135,60 (2xC); 152,85 (2xC); 153,06 (2xC); 158,00 (2xC).
HRMS vypocteno pro Cz1HasN12 [M+H]": 585,3890; nalezeno 585,3885.
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Obr. 12: Syntéza latky EC5
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3.1.2.6 Syntéza latek EC7A a EC7B

K 2,6-dichlorpurinu (100 mg, 0,53 mmol) byl pfidan 4,4‘-bis(bromomethyl)-bifenyl
(90 mg, 0,26 mmol) a uhli¢itan draselny (110 mg, 0,80 mmol) (Obr. 13). Smés byla
rozpusténa v dimethylformamidu (3 ml) a pod argonovou atmosférou michana
24 hodin za laboratorni teploty. Pro pfecisténi produkti sloupcovou chromatografii
byla pouzita mobilni faze 2% methanol v chloroformu. VytéZek byl 120 mg smési
EC7A a EC7B (41 %). Smés izomerl se nepodafilo chromatografii rozdélit, a proto
byla pouzita v dal§im kroku. (Pozn. 'H-NMR signaly vypsany ze spektra smési,
13C-NMR signaly pouze pro EC7A.)

4,4'-Bis((2,6-dichlor-9H-purin-9-yl)methyl)-1,1'-bifenyl (EC7A): 'H NMR
(500 MHz, CDCl3) & (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). 3 C-NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 47,66 (2xC); 127,59
(2xC); 128,02 (4xC); 128,65 (4xC); 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): '"H NMR (500 MHz, CDCl3) & (ppm): 5,47 (s, 2H);
571 (s, 2H); 7,25 (d, 2H, J = 8,5 Hz); 7,40 (d, 2H, J = 8,5 Hz); 7,58 (d, 4H,
J =8,5Hz); 8,11 (s, 1H); 8,29 (s, 1H).
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Obr. 13: Syntéza latek EC7A a EC7B
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3.1.2.7 Syntéza latek EC8A a EC8B

Ke smési latek EC7A a EC7B (61 mg, 0,11 mmol) byl pfidan pyrrolidin (3 ml) a smés
byla pod argonovou atmosférou michana 24 hodin za teploty 160 °C (Obr. 14). Pro
oddéleni a precisténi produktl EC8A a EC8B sloupcovou chromatografii byla
pouZita mobilni faze 1% az 5% methanol v chloroformu. Ze smési byl izolovan

pouze derivat EC8A ve vytéZku 29 % po dvou reakénich krocich (52,5 mg).

4,4'-Bis((2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin-9-yl)methyl)-1,1'-bifenyl (EC8A): 'H
NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,88-1,94 (m, 16H); 3,50-3,55 (m, 8H); 3,82
(bs, 8H); 5,23 (s, 4H); 7,42 (d, 4H, J = 8,3 Hz); 7,57 (d, 4H, J = 8,3 Hz); 7,72 (s, 2H).
Z davodu velmi nizké rozpustnosti '3C NMR spektrum nezméfeno. HRMS
vypocteno pro CaoHa7N12 [M+H]*: 695,4047; nalezeno 695,4039.
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Obr. 14: Syntéza latek EC8A a EC8B
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3.1.2.8 Syntéza latek EC9A a EC9B

K 2,6-dichlorpurinu (100 mg, 0,53 mmol) byl pfidan 1,12-dibromdodekan (87 mg,
0,27 mmol) a uhli¢itan draselny (146 mg, 1,06 mmol) (Obr. 15). Smés byla
rozpusténa v dimethylformamidu (3 ml) a pod argonovou atmosférou michana
24 hodin za laboratorni teploty. Pro oddéleni a precisténi produktd EC9A a EC9B
sloupcovou chromatografii byla pouzita mobilni faze 1% methanol v chloroformu,
30% cyklohexan v ethylacetatu a 20% cyklohexan v ethylacetatu. VytéZzek byl
30,5 mg EC9A (21 %) a 11 mg EC9B (8 %).

1,12-Bis(2,6-dichlor-9H-purin-9-yl)dodekan (EC9A): '"H NMR (500 MHz, CDCls)
o (ppm): 1,18-1,34 (m, 16H); 1,90 (pentet, 4H, J = 7,2 Hz); 4,25 (t, 4H, J = 7,2 HZz);
8,11 (s, 2H). 3C-NMR (125 MHz, CDClI3) & (ppm): 26,43 (2xC); 28,80 (2xC); 29,21
(2xC); 29,26 (2xC); 29,67 (2xC); 44,60 (2xC); 130,65 (2xC); 145,74 (2xC); 151,62
(2xC); 152,77 (2xC); 153,10 (2xC). HRMS vypocteno pro C22H27ClsNg
[M+H]*: 543,1113; nalezeno 543,1111.

2,6-Dichlor-9-(12-(2,6-dichlor-7H-purin-7-yl)dodecyl)-9H-purin (EC9B): "H NMR
(500 MHz, CDCl3) & (ppm): 1,20-1,36 (m, 16H); 1,88-1,94 (m, 4H); 4,27 (t, 2H,
J=7,2Hz); 4,45 (t, 2H, J = 7,2 Hz); 8,12 (s, 1H); 8,23 (s, 1H). "*C-NMR (125 MHz,
CDCIs3) 6 (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. HRMS vypocteno pro C22H27ClsNg [M+H]™: 543,1113; nalezeno

543,1110.
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Obr. 15: Syntéza latek EC9A a EC9B
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3.1.2.9 Syntéza latky EC10

Klatce EC9A (25 mg, 0,05 mmol) byl pfidan pyrrolidin (3 ml) a smés byla pod
argonovou atmosférou michana 24 hodin za teploty 160 °C (Obr. 16). Pro precisténi
produktu EC10 sloupcovou chromatografii byla pouzita mobilni faze 2% az 3%
methanol v chloroformu. Vytézek byl 31 mg EC10 (100 %).

1,12-Bis(2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin-9-yl)dodekan  (EC10): 'H NMR
(500 MHz, CDCI3) & (ppm): 1,20-1,34 (m, 16H); 1,83 (pentet, 4H, J = 7,1 Hz);
1,92-2,02 (m, 16H); 3,57-3,60 (m, 8H) 3,91 (bs, 8H); 4,02 (t, 4H, J = 7,1 Hz); 7,40
(s, 2H). '3C-NMR (125 MHz, CDClI3) & (ppm): 24,60 (4xC); 25,63 (4xC); 26,56 (2xC);
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). HRMS vypocteno pro CssHsgN12 [M+H]*: 683,4986; nalezeno 683,4974.
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Obr. 16: Syntéza latky EC10
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3.1.2.10 Syntéza latky EC12

K latce VM583 (25 mg, 0,07 mmol) byl pfidan bis(2-(2-chloroethoxy)ethyl) ether
(8 mg, 0,03 mmol) rozpustény v dimethylformamidu (3 ml) a uhli€itan draselny
(14,3 mg, 0,10 mmol) (Obr. 17). Smés byla pod argonovou atmosférou michana
24 hodin za laboratorni teploty. Produkt EC12 byl pfecistén pomoci preparativni
TLC za pouziti mobilni faze 2% methanolu v chloroformu a lyofilizovan
v 1,4-dioxanu. Vytézek 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): 'H NMR (500 MHz, CDCls)
o (ppm): 1,90-1,97 (m, 8H); 3,56-3,60 (m, 6H); 3,65-3,72 (m, 6H); 3,82 (dd, 2H,
J=5,0,4,6 Hz), 4,10 (t, 2H, J = 4,6 Hz); 5,13 (s, 2H); 6,84 (d, 2H, J = 8,6 Hz); 7,24
(d, 2H, J = 8,6 Hz); 7,36 (s, 1H). Z divodu velmi nizkého vytézku '*C NMR spektrum
nezméfeno. HRMS vypocteno pro CosHs1NeOs [M+H]": 541,3133; nalezeno
541,3134.

VM583 EC12

Obr. 17: Syntéza latky EC12
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3.1.2.11 Syntéza latky EC13

Klatce VM583 (25 mg, 0,07 mmol) byl pfidan 1,12-dibromdodekan (11,3 mg,
0,03 mmol) a uhli¢itan draselny (14,3 mg, 0,10 mmol) (Obr. 18). Smés byla
rozpusténa v dimethylformamidu (3 ml) a pod argonovou atmosférou michana
24 hodin za laboratorni teploty. Nejprve byl produkt EC13 precistén sloupcovou
chromatografii za pouZiti mobilni faze 2% methanolu v chloroformu. Nasledné byl
dvakrat precisttn pomoci preparativni TLC s mobilni fazi 2% methanolem

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

1,12-Bis(4-((2,6-di(pyrrolidin-1-yl)-9H-purin-9-yl)methyl)fenoxy)dodekan
(EC13): "H NMR (500 MHz, CDCl3) d (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, 4H, J = 6,6 Hz); 3,93 (bs,
8H); 5,14 (s, 4H); 6,82 (d, 4H, J = 8,7 Hz); 7,25 (d, 4H, J = 8,7 Hz); 7,37 (s, 2H).
13C-NMR (125 MHz, CDCl3) d (ppm): 25,63 (8xC); 25,99 (2xC); 29,19 (2xC); 29,35
(2%C); 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). HRMS vypocteno pro Cs2H71N1202
[M+H]*: 895,5823; nalezeno 895,5815.

o O”Y/N )

VM583 EC13

Obr. 18: Syntéza latky EC13
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3.1.2.12 Syntéza latky EC14

Klatce EH6 (30 mg, 0,12 mmol) byl pfidan bis(2-(2-chloroethoxy)ethyl) ether
(13,4 mg, 0,06 mmol) a uhli¢itan draselny (24 mg, 0,17 mmol) (Obr. 19). Smés byla
rozpusténa v dimethylformamidu (3 ml) a pod argonovou atmosférou michana
24 hodin za teploty 120 °C. Nejprve byl produkt EC14 precistén sloupcovou
chromatografii za pouZziti mobilni faze 2% az 3% methanolu v chloroformu.
Nasledné byl precistén pomoci preparativni TLC s mobilni fazi 4% methanolem
v chloroformu a lyofilizovan v 1,4-dioxanu. VytéZek 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): '"H NMR (500 MHz, CDCls) & (ppm): 1,91-1,99 (m, 16H);
3,54-3,57 (m, 16H); 3,78 (t, 4H, J = 5,2 Hz); 3,98 (bs, 8H); 4,21 (t, 4H, J = 5,2 Hz);
7,55 (s, 2H). BC-NMR (125 MHz, CDCl3) & (ppm): 25,59 (4xC); 25,74 (2xC); 42,66
(2xC); 46,66 (4xC); 47,27 (2xC); 69,37 (2xC); 70,50 (4xC); 113,51 (2xC); 136,74
(2xC); 152,62 (2xC); 153,03 (2xC); 157,97 (2xC). HRMS vypocteno pro
C34H51N1203 [M+H]*: 675,4207; nalezeno 675,4202.
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Obr. 19: Syntéza latky EC14
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3.2 Biologicka c¢ast

3.21 Material

3.2.1.1 Chemikalie

3-nitropropionova kyselina (3NP), all-trans retinova kyselina (ATRA), caspase 3
apopain substrat, dihydroethidium (DHE), dimethylsulfoxid (DMSO), dithiothreitol
(DTT), Dulbeccoho modifikované Eagleho médium obohacené o smés Zivin F12
(DMEM/F12), fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), fosfatovy pufr (PBS), kaspasovy
pufr, N-acetylcystein (NAC), propidium jodid (PI), triton X-100 — vSe od firmy
Sigma-Aldrich. Kalcein AM, YO-PRO™-1 jodid (YO-PRO-1) — vSe od firmy
Invitrogen. VM583 — z knihovny Laboratofe rlstovych regulatoru.

3.2.1.2 Laboratorni pristroje a pomiicky

Analytické vahy (Sartorius), automatické pipety (Eppendorf), blokovy termostat
(Fischer Scientific), centrifuga Eppendorf (Sigma-Aldrich), CO2 inkubator (PHC),
destiCkovy reader Infinite M200 Pro (Tecan), konfokalni mikroskop (Leica),
laminarni box (Thermo Scientific), mikroskop s inverznim fazovym kontrastem
(Olympus CKX41), trepacka (Biosan).

3.2.1.3 Bunéc¢na linie SH-SY5Y

K testovani biologické aktivity pfipravenych latek byla pouzita buécna linie
SH-SY5Y (ECACC 94030304). Jedna se o lidskou neuroblastomovou bunécnou linii
hojné vyuzivanou pro studium biologie neuronll (Lopez-Suarez et al., 2022).
Buriky byly v koncentraci 20 000 bunék na jamku v 10% DMEM/F12 (100 pl)
nasazovany do 96jamkove destiCky. Byly nasazovany ve sloupcich 2 az 12
aviadach B az G, vostatnich jamkach bylo pouze médium bez bunék. Po
24hodinové inkubaci bylo pfidano 100 pl 20uM ATRA v 1% DMEM/F12 za ucelem
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navozeni diferenciace bunék. Nasledovala 48hodinova inkubace v 37 °C a pfi
5% CO..

3.2.2 Metody

3.2.2.1 Obecny postup testovani biologické aktivity

Byl pfipraven 10mM zasobni roztok latek EC12 a EC14 v DMSO. Z latek EC5, EC10
a EC13 byl pfipraven 5mM zasobni roztok z divodu horsi rozpustnosti téchto latek.
Kvli rozpustnosti musely byt z testovani zcela vyfazeny latky EC3 a EC8A.

Jako toxin byl pouZzit 20mM roztok 3NP v 1% DMEM/F12. Latky byly testovany
ve tfech koncentracich (10 yM, 1 uM a 0,1 pM) v pfipraveném roztoku média
s toxinem.

Pro kontrolni buriky byl pouzit 0,1% roztok DMSO v 1% DMEM/F12 a 20mM
roztok 3NP v 1% DMEM/F12. K ovlivnéni pozitivnich kontrolnich bunék byl pouzit
NAC v 1% DMEM/F12 o koncentracich 1000 uyM, 100 pM a 10 pM. Dale byla pro
srovnani pouzita latka VM583 ve stejnych koncentracich jako testované latky.

Ovlivnéni bunék probihalo tak, Ze bylo z 96jamkové desky s burikami
SH-SY5Y odstranéno staré médium a nahrazeno 100 ul média nového s obsahem
prislusnych latek. Prvni sloupec neobsahoval bunky a byl tedy vyuzit jako tzv. slepy
vzorek v fadé B az G pouze s DMEM/F12 s DMSO a v fadé E az G s DMEM/F12
s 3NP. Ve druhém sloupci byly v fadé B az D kontrolni neovlivhéné bunky a v fadé
E aZ G buriky ovlivnéné pouze 3NP. Ve tfetim az patém sloupci byly buriky ovlivnény
testovanymi latkami v tripletech. V Sestém sloupci byly, ve stejném usporadani jako
ve sloupci druhém, kontrolni buriky. V sedmém az devatém (pfipadné dvanactém
podle poctu testovanych latek) sloupci byly opét buriky ovlivnhény testovanymi
latkami v tripletech.

3.2.2.2 Stanoveni bunééné smrti pomoci propidium jodidu

Ke stanoveni buné&éné smrti se vyuziva PI, coz je fluorescenéni interkalacni Cinidlo
vmezefujici se pouze do DNA mrtvych bunék s narusenou permeabilitou membrany
(Dengler et al., 1995).
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Po 48hodinové inkubaci ovlivnénych bunék byl pfipraven 500x fedény roztok
Pl (zéasobni koncentrace 1 mg/ml) v 1x PBS a do kazdé jamky bylo pfidano 100 pl
takto pfipraveného roztoku. Bunky byly inkubovany 15 minut ve tmé za laboratorni
teploty. Nasledné byla destiCka sto¢ena v centrifuze po dobu 1 min pfi 1400 RPM.
Detekce byla provedena pomoci spektrofotometru za pouZiti vinovych délek 535 nm

(excitace) a 617 nm (emise).

3.2.2.3 Stanoveni oxidativniho stresu pomoci dihydroethidia

Ke stanoveni oxidativniho stresu bunék se vyuziva DHE, které se v bunce oxiduje,
produkt této oxidace se vaze na DNA a nasledné vykazuje detekovatelnou
fluorescenci (Peshavariya et al., 2007).

Po 24hodinové inkubaci ovlivnénych bunék byla desti¢ka sto¢ena v centrifuze
po dobu 5 minut pfi 1000 RPM. Z desticky bylo nasledné odstranéno staré médium
a nahrazeno 100 pl 10uM roztoku DHE v PBS. Buriky byly inkubovany 30 minut ve
tmé za laboratorni teploty. Detekce byla provedena pomoci spektrofotometru za
pouziti vinovych délek 500 nm (excitace) a 580 nm (emise).

3.2.2.4 Stanoveni aktivity kaspasy 3

Stanoveni aktivity kaspasy 3 se vyuZiva pro studium apoptosy, protoZe kaspasy
jsou enzymy, které se pfi ni uplatriuji. Cytoplazmaticka membrana ma pro kaspasy
Spatnou propustnost, a proto musi byt bufiky lyzovany pomoci kaspasového pufru
(Kaufmann et al., 2008).

Ovlivnéné buriky byly inkubovany 24 hodin a nasledné k nim bylo pfidano 50 pl
kaspasového pufru obsahujiciho 75uM kaspasovy substrat, 30mM DTT a 3mM
PMSF. Buriky byly inkubovany 2 hodiny ve tmé za teploty 37 °C a 5% CO-. Detekce
byla provedena pomoci spektrofotometru za pouZiti vinovych délek 400 nm

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

YO-PRO-1, fluorescenéni barvivo, se vyuziva pro stanoveni umirajicich ¢i mrtvych
bunék, protoze mize pronikat pouze porusenou cytoplazmatickou membranou a az
poté se vazat na DNA (Idziorek et al., 1995).

Po 24hodinové inkubaci ovlivhénych bunék byla 96jamkova desticka stoCena
v centrifuze po dobu 5 minut pfi 1000 RPM. Z desti¢ky bylo nasledné odstranéno
staré médium a nahrazeno 100 pyl 1uM roztoku YO-PRO-1 v PBS. Buriky byly
inkubovany 15 minut ve tmé za laboratorni teploty. Detekce byla provedena pomoci
spektrofotometru za pouZiti vinovych délek 488 nm (excitace) a 530 nm (emise).

3.2.2.6 Stanoveni cytotoxicity testovanych latek

Buriky byly ovlivnény obdobnym zplisobem jako u vySe uvedenych testu, ale bez
toxinu 3NP. Jednalo se tedy o ovlivnéni testovanymi latkami v pfislusnych
koncentracich v DMEM/F12. Pozitivni kontrolni buriky byly opét ovlivnény DMSO
v DMEM/F12. Do sloupce 1 az 2, fadkd E az G 96jamkové desti¢ky bylo ale misto
kontrolnich bunék oSetfenych 3NP naneseno pouze 1% DMEM/F12.

Po 48hodinové inkubaci bylo z jamek obsahujicich pouze 1% DMEM/F12
odebrano 50 pl a nahrazeno 50 pl tritonu X-100 s finalni koncentraci 1 %.

Nasledovala jiz vySe popsana detekce pomoci PI.

3.2.2.7 Vyhodnoceni ovlivhéni bunék testovanymi latkami

pomoci konfokalniho mikroskopu

Barveni bunék pomoci kalceinu AM (acetoxymethyl), je uc€innou metodou pro
studium apoptosy v Zivych burikach pomoci konfokalni mikroskopie. Kalcein AM
prochazi cytoplazmatickou membranou do Zivych bunék, kde je esterasami
preménén na fluorescencni kalcein (Gatti et al., 1998).

Pro pozorovani bunék linie SH-SY5Y po ovlivnéni testovanymi latkami byla
pouZita 8jamkova destiCka s buikami nasazenymi v koncentraci 50 000 bunék na
jamku v 10% DMEM/F12 s pfidavkem 20uM roztoku ATRA v 1% DMEM/F12.

39



Po 48hodinové inkubaci bunék v 37 °C a pfi 5% CO- bylo odstranéno staré
médium. Prvni jamka byla urCena pro kontrolni neovlivnéné bunky a bylo do ni
pridano 200 ul 0,1% roztoku DMSO v 1% DMEM/F12, druha jamka byla ur€ena pro
kontrolni buriky ovlivnéné pouze toxinem a bylo do ni pfidano 200 pl 20mM roztoku
3NP v 1% DMEM/F12. Do dalSich jamek bylo pfidano 200 yl 1uM a 10uM roztok
latek EC12 a EC14 v 20mM roztoku 3NP v 1% DMEM/F12. K ovlivnéni pozitivnich
kontrolnich bunék byl pouzit NAC v 1% DMEM/F12 o koncentraci 1000 uM. Dale
byla pro srovnani pouzita latka VM583 o koncentraci 10 uM v 1% DMEM/F12.

Po 48hodinové inkubaci ovlivnénych bunék bylo z kazdé jamky odebrano 50 pl
starého média a nahrazeno 150 pl roztoku kalceinu AM v PBS pfipraveného
smichanim 1,2 pl kalceinu AM (o koncentraci 1 mg/ml) a 1600 ul PBS. Po
50minutové inkubaci v 37 °C a pfi 5% CO2 nasledovalo samotné pozorovani

ovlivnénych bunék pomoci konfokalniho mikroskopu.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Syntéza latek

Byly pfipraveny dimerni purinové derivaty EC3, EC5, EC8A, EC10, EC13 a EC14
a monomer EC12. Dvoustupnovou syntézou byly pfipraveny latky EC3, EC5, EC8A
a EC10. Jednostupriovou syntézou byly pfipraveny latky EC12 (Obr. 17), EC13
(Obr. 18) a EC14 (Obr. 19). Vyuzivany byly pouze symetrické produkty z toho
ddvodu, aby byla zachovana vaznost podobna monomeram.

Vychozi latkou pro produkty dvoustupriovych syntéz byl 2,6-dichlorpurin. Latka
EC3 byla pfipravena z latky EC1A substituci atomd chloru v poloze C2, C6 a C2',
C6°‘ za pyrrolidin. Latka EC1A byla pfedtim pfipravena dimerizaci 2,6-dichlorpurinu
s linkerem dibromo-p-xylenem (Obr. 20).

j

O N

: 0

2,6-dichlorpurin EC1A EC3

Obr. 20: Dvoustupfiova syntéza latky EC3
Obdobnym zplUsobem za pouZziti rozdilnych linkert byly syntetizovany latky
EC5 (Obr. 21) a EC10 (Obr. 22).
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Obr. 21: Dvoustupfiova syntéza latky EC5
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Obr. 22: Dvoustupfiova syntéza latky EC10

V syntéze latky EC8A byl ten rozdil, Ze byla pfipravovana ze smési obou
izomerl EC7, jak symetrického, tak asymetrického, z toho duvodu, Ze se je
nepodafilo sloupcovou chromatografii rozdélit. Ze smési symetrického
a asymetrického derivatu EC8A a EC8B byl nasledné izolovan pouze symetricky
produkt EC8A (Obr. 23).

42



2,6-dichlorpurin EC7A EC8A

Obr. 23: Dvoustupriova syntéza latky EC8A

Vychozi latkou pro jednostupriovou syntézu EC12 a EC13 byla latka VM583.
Principem reakci byla dimerizace VM583 za vyuZiti pfisluSnych linkerd. Pomoci
HRMS ale bylo zjisténo, Ze latka EC12 dimerem neni a syntéza tedy nebyla
uspésna, protoze byl izolovan pouze monomer. Reakci vznikla zfejmé smés
produktd, z niz byla kvuli nizkému vytéZku obtizné izolovana maijoritni latka,
monomer EC12.

Vychozi latkou pro syntézu EC14 byla latka EH6, ktera byla podrobena
dimerizaci s linkerem bis(2-(2-chloroethoxy)ethyl) etherem. Tento dimer byl
pavodné pfipravovan dvoustupriovou syntézou z 2,6-dichlorpurinu, ale jiz prvni krok
této syntézy nebyl uspésny a dimer se nevytvoril.

Produkty byly ve vétsiné pfipadu ve formé bilého prasku. Pouze latky EC12,
EC13 a EC14 byly olejovité, a proto byly podrobeny lyofilizaci k pfevedeni do
pevneho stavu.
rozpustnost. Zatimco EC12 a EC14, které obé obsahuji bis(2-(2-chloroethoxy)ethyl)
ether, byly dobfe rozpustné, tak latky EC5, EC10 a EC13, u nichz byl jako linker
pouzit uhlovodikovy fetézec, mély o poznani horSi rozpustnost. Produkty EC8A
a EC3 obsahujici linker bifenyl a xylen musely byt kvuli své nerozpustnosti zcela

vyfazeny z biologického testovani.
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4.2 Testovani biologické aktivity

Jiz v pfedchozich pracich Laboratofe rlstovych regulatord byla studovana
biologicka a neuroprotektivni aktivita rdznych purinovych derivatd. Napfiklad
vramci bakalarské prace Mgr. Heleny Kordinové byly syntetizovany
2,6,9-trisubstituované derivaty purinu a testovany rovnéz v modelu 3NP pomoci
kalceinu AM, kdy byl pfedevSim u 2,6-di(azepan-1-yl)-9-benzyl-9H-purinu zjistén
vyznamny cytoprotektivni u€inek (Kordinova, 2020). Na tyto studie bylo navazano
v této bakalarské praci pfipravou dimernich purinovych derivatu.

V prvnim testovani bylo provedeno stanoveni bunécné smrti pomoci PI
(Graf 1). Cilem bylo zjistit, zda maji pfipravené latky protektivni u€inky vzhledem
k toxinu 3NP, ktery predstavuje model Huntingtonovy choroby, vyvolava
neurodegenerativni zmény a mitochondrialni dysfunkci (Brouillet et al., 2005).
Vysledky byly vztazeny ke kontrolnim bunkam ovlivnénym pouze 20mM 3NP
a normalizovanym na 100% bunécnou smrt, coZ je o 84 % vice nez u bunék
kontrolnich ovlivnénych pouze DMSO. Vysledky byly porovnany s u€inkem NAC
(pokles o 81 % vkoncentraci 1000 pM), jakozZto latkou s prokazanym
neuroprotektivnim efektem, a s u€inkem latky VM583 (pokles o 65 % v koncentraci
10 uM), jejiz aktivita byla publikovana v patentu ¢. 308800 (Gonzalez et al., 2021a).

Byla pozorovana biologicka aktivita vSech testovanych latek. Nejvyraznéjsi
efekt byl pozorovan u latky EC14, u niZz doSlo v koncentraci 10 uyM k poklesu
bunééné smrti 0 70 %. Buriky ovlivnéné latkou EC12 (10 uM) zaznamenaly pokles
o 50 %. Nasledovaly buriky ovlivnéné EC5 (10 uM) s poklesem o 37 %, EC10
(10 uM) s poklesem 0 29 % a EC13 (10 uM) s poklesem o 27 %. Na rozdil od NAC
pFipravené latky vykazuji ucinek jiz v nizkych koncentracich (10 uM), zatimco NAC
poskytuje srovnatelné hodnoty az v koncentraci 1000 pM.

Rozdilna oproti ostatnim latkam se ukazala byt latka EC13, ktera s rostouci
koncentraci nevykazuje rostouci protektivni ucinek proti bunécné smrti, a naopak
ve vSech testovanych koncentracich poskytla podobny vysledek. To mize byt
zpusobeno niz8i rozpustnosti této latky.

K dalSimu testovani byly postoupeny pouze latky nejperspektivnéjsi, tedy
EC12 a EC14.
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Graf 1: Stanoveni buné¢né smrti pomoci Pl po ovlivnéni testovanymi latkami spole¢né
s toxinem 20mM 3NP a po 48hodinové inkubaci. Bufky byly ovlivnény latkami EC5, EC10,
EC12, EC13, EC14 a VM583 v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM. Kontrolni burfky jsou
ovlivnéné 0,1% DMSO (CTR DMSO). Kontrolni buriky s pozitivnim efektem jsou ovlivnény
NAC v koncentracich 10, 100 a 1000 yM. Hodnoty vyjadfuji normalizovanou bunéénou
smrt (%) + SEM (standardni chyba priméru) vztazenou k toxinu 20mM 3NP. Hodnoty
predstavuji aritmeticky primér ze tfi na sobé& nezavislych experimentl provedenych
v triplikatu.

DalSim provedenym testem bylo stanoveni oxidativniho stresu pomoci DHE
(Graf 2). Vysledky byly vztazeny ke kontrolnim bufkam ovlivhénym pouze 20mM
3NP a normalizovanym na 100% oxidativni poskozeni, coZ je o 62 % vice nez
u bunék kontrolnich ovlivnénych pouze DMSO. Vysledky byly porovnany s 46%
poklesem oxidativniho poskozeni u bunék ovlivnénych NAC (1000 pM) a s 39%
poklesem u bunék ovlivnénych VM583 (10 uM).

VSechny testované latky vykazuji podobny efekt. Buriky ovlivnéné latkou EC12
(10 puM) snizuji oxidativni poSkozeni oproti kontrolnim bufkam ovlivnénym 3NP
0 37 %, latkou EC14 (10 uM) o 34 %. Jsou to tedy vysledky srovnatelné s efektem
latky VM583 a také NAC, ktery v koncentraci 1000 uM vykazuje pouze 0 9 az 12 %
lepSi ucinek. Vyznamny pokles oxidativniho stresu vykazuji jiz bunky ovlivnéné
1MM EC12 a EC14 - 0 26 % a 24 %. Naopak v koncentraci 0,1 uM EC14 a VM583
je oxidativni stres navySen az nad uroven toxinu 3NP, coz muze byt zplsobeno

chybou v méfeni.
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Graf 2: Stanoveni oxidativniho stresu pomoci DHE po ovlivnéni testovanymi latkami
spolec¢né s toxinem 20mM 3NP a po 24hodinové inkubaci. Bunky byly ovlivnény latkami
EC12, EC14 a VM583 v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM. Kontrolni buriky jsou ovlivnéné
0,1% DMSO (CTR DMSO). Kontrolni bunky s pozitivnim efektem jsou ovlivnény NAC
v koncentracich 10, 100 a 1000 uM. Hodnoty vyjadfuji miru oxidativniho stresu (%) £+ SEM
vztazenou k toxinu 20mM 3NP. Hodnoty pfedstavuji aritmeticky primér z Sesti na sobé
nezavislych experimentu provedenych v triplikatu.

Mira apoptosy byla testovana pomoci stanoveni aktivity kaspasy 3, jakozto
apoptotického markeru (Graf 3). Vysledky byly vztazeny ke kontrolnim burikam
ovlivnénym pouze 20mM 3NP, pro které byla aktivita kaspasy 3 normalizovana na
100 %. V kontrolnich burikach ovlivnénych pouze DMSO byla aktivita kaspasy 3
058 % nizsi. Vysledky byly porovnany se 72% poklesem aktivity kaspasy 3
v bufikach ovlivnénych NAC (1000 pM) a se 74% poklesem v burikach ovlivhénych
VM583 (10 uM).

Obé testované latky prokazaly vyznamny efekt na snizeni aktivity kaspasy 3
a tedy apoptosy. Jak EC12, tak EC14 (10 pM) snizily aktivitu kaspasy 3 az pod
uroven kontrolnich neovlivnénych bunék o 72, respektive 66 %. Buriky ovlivnéné
latkou EC12 (10 uM) vykazuji tedy shodnou kaspasovou aktivitu jako kontrolni
buriky ovlivnéné NAC. Naopak v koncentraci 0,1 uM EC14 je kaspasova aktivita
navySena az nad uroven toxinu 3NP a v koncentraci 0,1 yM EC12 je s toxinem
téemér shodna.
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Graf 3: Stanoveni aktivity kaspasy 3 po ovlivnéni testovanymi latkami spole¢né s toxinem
20mM 3NP a po 24hodinové inkubaci. Buriky byly ovlivnény latkami EC12, EC14 a VM583
v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM. Kontrolni bunky jsou ovlivnéné 0,1% DMSO (CTR DMSO).
Kontrolni buriky s pozitivnim efektem jsou ovlivnény NAC v koncentracich 10, 100
a 1000 uM. Hodnoty vyjadfuji aktivitu kaspasy 3 (%) + SEM vztazenou k toxinu 20mM 3NP.
Hodnoty predstavuji aritmeticky prumér ze ¢tyf na sobé& nezavislych experimentl
provedenych v triplikatu.

Ke stanoveni miry apoptosy byl dale pouzit test pomoci YO-PRO-1 (Graf 4).
Vysledky byly vztazeny ke kontrolnim burikam ovlivnénym pouze 20mM 3NP, pro
které byla apoptosa normalizovana na 100 % bunék. Kontrolni buriky ovlivnéné
pouze DMSO podlehly apoptose 0 59 % méné. Vysledky byly porovnany se 46%
poklesem miry apoptosy u bunék ovlivnénych NAC (1000 uM) a se 44% poklesem
u bunék ovlivnénych VM583 (10 uM).

Vliv obou testovanych latek je srovnatelny s obéma typy kontrolnich bunék,
pro EC12 (10 uM) se jedna o 46% rozdil oproti bufikdam ovlivnénym pouze 3NP
a pro EC14 (10 uM) o 48%. Syntetizované latky tedy prokazaly shodny &i dokonce
lepSi efekt nez kontrolni latky.
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Graf 4: Stanoveni miry apoptosy pomoci YO-PRO-1 jodidu po ovlivnéni testovanymi latkami
spolec¢né s toxinem 20mM 3NP a po 24hodinové inkubaci. Bunky byly ovlivnény latkami
EC12, EC14 a VM583 v koncentracich 0,1, 1 a 10 uM. Kontrolni buriky jsou ovlivhéné 0,1%
DMSO (CTR DMSOQ). Kontrolni burky s pozitivnim efektem jsou ovlivnény NAC
v koncentracich 10, 100 a 1000 uM. Hodnoty vyjadfuji miru apoptosy (%) £ SEM vztazenou
k toxinu 20mM 3NP. Hodnoty predstavuji aritmeticky primér ze Ctyf na sobé nezavislych
experimentd provedenych v triplikatu.

Ovlivnéni bunék SH-SY5Y latkami EC12 a EC14 bylo pozorovano rovnéz
prostfednictvim konfokalniho mikroskopu po obarveni kalceinem AM (Obr. 24).
Jedna se o metodu vhodnou pro studium apoptosy ve stale zivych burikach (Gatti
et al., 1998).

Kontrolni  buriky s0,1% DMSO vykazuji morfologické rysy Zivych
diferencovanych bunék, maji neurity, Ize pozorovat i synapse. Kontrolni bunky
ovlivnéné pouze toxinem 3NP jsou naopak apoptotické, zakulacené, bez neurit{.
Na burikach ovlivnénych 1uM EC12 a EC14 neni patrny Zadny efekt, jsou
apoptotické. Oproti tomu pfi vysSi koncentraci 10uM EC12 a EC14 vykazuji latky
urcity ucCinek. Takto ovlivnéné bunky jsou Zivé, maji jasné zfetelné neurity stejné
jako srovnavaci bunky ovlivnéné 10uM VM583. Jako pozitivni kontrolni buriky byly
pouzity bufiky ovlivnéné 1000uM NAC. Jako latka s prokazanym neuroprotektivnim
ucinkem by NAC mél oddalit apoptosu, coz ale pfi tomto experimentu nebylo patrné.
Je tam pouze mirny rozdil oproti ryze apoptotickym burikadm ovlivnénym pouze 3NP.
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To je zplsobeno nedefinovanou chybou v experimentu. Z ¢asovych davodi nebylo

mozné konfokalni mikroskopii zopakovat, a chybu tedy napravit.

50 um

CTR DMSO

1000uM NAC 10uM VM583

Obr. 24: Fluorescenéni snimky bunék SH-SY5Y z konfokalniho mikroskopu po ovlivnéni
testovanymi latkami spoleéné s toxinem 20mM 3NP a 48hodinové inkubaci. ZvétSeni
objektivu 20x%, celkové zvétSeni 200x, elektronické zvétdeni 4%, méfitko odpovida u vSech
snimkd 50 ym. Buriky byly ovlivnény latkami EC12 a EC14 v koncentracich 1 a 10 yM
a latkou VM583 v koncentraci 10 yM. Kontrolni buriky jsou ovlivnény 0,1% DMSO (CTR
DMSO) nebo pouze toxinem 20mM 3NP. Kontrolni buriky s pozitivnim efektem jsou
ovlivnény NAC v koncentraci 1000 uM.
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Byla testovana také cytotoxicita pfipravenych latek (Graf 5). Vysledky byly
vztazeny ke kontrolnim burikam ovlivnénym pouze tritonem X-100, pro které byl
toxicky efekt normalizovan na 100 %, coz je o 86 % vice nez pro buriky kontrolni
ovlivnéné DMSO. U pfipravenych latek nebyl prokazan cytotoxicky efekt. Nejvyssi
cytotoxicita vySla u latky EC13 v koncentraci 1 uM a u latky EC14 v koncentraci
10 uM, kdy byla pro obé shodné pouze o 3 % vy3Si nez u kontrolnich bunék
ovlivnénych DMSO.
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Graf 5: Stanoveni cytotoxicity pomoci Pl po ovlivnéni testovanymi latkami a po 48hodinové
inkubaci. Buriky byly ovlivnény latkami EC5, EC10, EC12, EC13 a EC14 v koncentracich
0,1, 1 a 10 pM. Kontrolni buriky jsou ovlivhéné 0,1% DMSO (CTR DMSO). Hodnoty
vyjadfuji cytotoxicky efekt (%) + SEM vztaZzenou k toxinu 1% tritonu X-100. Hodnoty
pFedstavuji aritmeticky primér z jednoho experimentu provedeného v triplikatu.

Predpokladana neuroprotektivni aktivita syntetizovanych latek byla do urcité
miry potvrzena. Jedna se o dalSi rozvinuti jiz pfedchozich studii. Vysledky
odpovidaji prokazané neuroprotektivni aktivité nékterych cytokinina, které nicméné
nebyly testovany v modelu 3NP, ale v modelu salsolinolu a glutamatu (Gonzalez et
al., 2021b), proto nelze studie blize porovnavat. Testovani protektivniho ucinku
dimernich purinovych derivatl proti toxicité vyvolané jinymi latkami pfedstavuje
dalSi studijni pfilezitost.

Z dosavadniho vyzkumu provadéného v Laboratofi ristovych regulatort a na
Katedfe experimentalni biologie je znamo, Ze purinové derivaty interaguji
s kanabinoidnim receptorem 2 (CB2) a s butyrylcholinesterasou (BChE), ale zatim
tyto poznatky nebyly publikovany (Gonzalez). V dusledku toho se predpoklada, Zze
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by tyto molekularni cile mohly byt vhodné i pro dimerni purinové derivaty.
V diplomové praci Mgr. Heleny Kordinové bylo zjisténo, Zze monomerni latky rovnéz
odvozené od purinu maji dobré vazebné parametry jak pro CB2, tak pro BChE, ale
nebylo to v jejim ramci potvrzeno biologickym testovanim (Kordinova, 2022). CB2
predstavuje slibnéjsi terapeuticky cil nez kanabinoidni receptor 1 (CB1), protoze
agonisté CB1 vykazuji nezadouci psychotropni ucinky (Navarro et al., 2016).
Pfiprava homodimernich latek pfi zachovani aktivity obou ¢asti umozriuje nasledné
potvrzeni potencialni aktivity dané latky nebo i latky odvozené od pavodniho dimeru.

CB2 a kanabinoidy jsou v sou€asnosti podrobovany mnoha studiim ve snaze
optimalizovat Ié€bu neurodegenerativnich onemocnéni. Stanciu et al. napf.
publikovali vliv selektivniho agonisty CB2, JWH-133, na zmirnéni neurozanétlivé
reakce a shlukovani B-amyloidu u mysi s fenotypem podobnym Alzheimerové
chorobé (Stanciu et al., 2024).

V provedenych reSerSich nebyla dohledana zadna jina studie zabyvajici se
konkrétné testovanim dimernich purinovych derivatd. Byly nicméné navrZzeny
bitopické ligandy pro CB2 slozené ze 2 stejnych chromenopyrazolovych derivata
spojenych uhlovodikovym fetézcem, u nichz byla prokazana selektivita pro CB2
oproti CB1. Jejich potencial spoc€iva v moznosti sou€asné interakce se dvéma
vazebnymi misty jednoho receptoru (Morales et al., 2020). Stejny potencial se da
tedy prfedpokladat i u latek, jejichz syntéza a testovani je pfedmétem této prace.

Jako vhodné inhibitory BChE se ukazaly byt néktere
5,6-dihydropyrido[2°,1:2,3]imidazo[4,5-c]chinolinové derivaty, jejichz
neuroprotektivni aktivita byla studovana na bufkach SH-SY5Y jak v modelu 3NP,
tak v modelu 1-methyl-4-fenylpyridinium (MPP+), kde v obou pfipadech vykazovaly
efekt snizovani bunécné smrti. V modelu MPP+ jim byl mimo jiného prokazan také
antiapoptoticky efekt. Rovnéz byl prokazan vztah mezi neuroprotektivni aktivitou
téchto latek, a pravé CB2 receptorem. V modelu 3NP tyto cholinové derivaty
snizovaly buné&nou smrt o 20 az 50 % (Jena et al., 2024). V porovnani s nasimi
latkami tedy vykazovaly vtomto konkrétnim modelu srovnatelnou Ci, v pfipadé
EC14, horsi aktivitu.

Srovnani vySe uvedenych latek s pfipravenymi dimery neni idealni, at uz
z davodu strukturnich odliSnosti nebo jiného testovaciho modelu. Nicméné se da
u latek pfipravenych v této bakalarské praci na zakladé téchto skuteCnosti
predpokladat molekularni cil CB2 a BChE.
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5 Zaveér

V teoretické Casti bakalaiské prace je kladen duraz na typické znaky
neurodegenerativnich onemocnéni a na nejhojnéji skloriovana neurodegenerativni
onemocnéni s dirazem na Huntingtonovu chorobu, protoZe syntetizované latky byly
testovany pravé v jejim modelu. Dale jsou shrnuty souCasné terapeutickeé pristupy
k vybranym neurodegenerativnim onemocnénim a neuroprotektivni aktivita
heterocyklickych, potazmo purinovych derivatu.

V experimentalni Casti bakalarské prace bylo syntetizovano Sest dimernich
purinovych derivatd s rozdilnymi linkery a jeden monomer. Dvoustupriovou
syntézou to byly latky EC3, EC5, EC8A a EC10. Jednostupriovou syntézou
monomer EC12 a dimery EC13 a EC14. Kromé latek EC3 a EC8A, které musely
byt kvuli své nerozpustnosti vyfazeny, byla testovana biologicka aktivita
pripravenych latek na bunécné linii SH-SY5Y v modelu 3NP. Prvnim testem bylo
stanoveni bunécné smrti pomoci Pl. PfestoZze vSechny testované latky vykazovaly
urcity efekt, tak nejucinnéjsi se ukazala byt monomerni latka EC12 (pokles o 50 %)
a dimerni EC14 (pokles o 70 %), a proto byly podrobeny dal$im testim. To bylo
stanoveni oxidativniho stresu pomoci DHE, kde jak EC12 (37 %), tak EC14 (34 %)
prokazaly ucinek srovnatelny s kontrolnimi latkami (46 a 39 %). Pomoci stanoveni
aktivity kaspasy 3 byla stanovena mira apoptosy ovlivnénych bunék. Bylo zjisténo,
Ze obé latky opét snizuji aktivitu kaspasy 3 (0 72 a 66 %) srovnatelné s kontrolnimi
latkami (o 72 a 74 %). Apoptosa byla také studovana pomoci YO-PRO-1, kdy byly
vysledky obdobné. EC12 snizila poCet apoptotickych bunék o 46 %, EC14 0 48 %,
zatimco kontrolni latky o 46 a 44 %.

Nakonec byly pozorovany morfologické rozdily mezi ovlivnénymi
a neovlivnénymi bufkami pomoci konfokalniho mikroskopu po obarveni
kalceinem AM. Obé latky, EC12 i EC14 prokazaly protektivni uginek. Zadna
z testovanych latek nevykazuje cytotoxicky efekt.

Obecné Ize fFict, Ze testované latky, pfedevSim EC12 a EC14, vykazuji
neuroprotektivni ucinek. Bylo prokazano, ze zabranuji buné&cné smrti, sniZuji
oxidativni stres a zabranuji apoptose. Na rozdil od kontrolni latky NAC také pUsobi
jiz v nizkych koncentracich (10 pM). Aktivita EC12 potvrzuje neuroprotektivni

vlastnosti latek tohoto typu i v monomerni formé.
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Predmétem dalSiho studia by mohl byt pfesny mechanismus ucinku latek
EC12 a EC14 nebo ovéreni jejich aktivity v modelu jiného toxinu. V navazujici praci
se pocita s pfipravou dimernich purinovych derivatd s dalSimi druhy linkera, napf.

dusikatymi, nebo s pfipravou heterosubstituovanych derivata.
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