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Seznam zkratek

acetonid-RA

acetyl-FA

acetyl-FApT

acetyl-FA-pT-THP

acetyl-mCA

acetyl-RA

benzylether-RA

CK

CPzZ
DCC
DCM
DIPEA
DMAP
DMEM
DMF
DMSO
DMSO-ds

DNA

kyselina (R E)-3-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-
y1)-2-((3-(2,2-dimethylbenzo[d][ 1,3 ]dioxol-5-
yl)akryloyl)oxy)propanova

kyselina £-3-(4-acetoxy-3-methoxyfenyl)akrylova

E-4-(((9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl-3-(4-
acetoxy-3-methoxyfenyl)akrylat

E-4-(((9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-y1)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenyl-3-(4-acetoxy-3-
methoxyfenyl)akrylat

kyselina £-3-(3-acetoxyfenyl)akrylova

kyselina (R, E)-3-(3,4-diacetoxyfenyl)-2-((3-(3,4-
diacetoxyfenyl)akryloyl)oxy)propanova

(R, E)-3-(3,4-diacetoxyfenyl)-2-((3-(3,4-
diacetoxyfenyl)akryloyl)oxy)propanova
cytokinin

chlorpromazin
N,N-dicyklohexylkarbodiimid
dichlormethan
N,N-diisopropylethylamin
4-dimethylaminopyridin

Dulbecco’s Modified Eagles médium
dimethylformamid

dimethylsulfoxid

deuterovany dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina



EDTA
EST
ESI*
FBS

HaCaT

HAT
HBA
HCA
HPLC

HPLC-UV/VIS

HRMS

mCA-pT

mCA-pT-THP

MMP-1
MOM-CI

MOM-FA

MOM-mCA

MOM-RA

MS

kyselina ethylendiamintetraoctova
ionizace elektrosprejem v zaporném modu
ionizace elektrosprejem v kladném modu
fetalni hovezi sérum

bunécna linie spontanné transformovanych lidskych

keratinocytt

prenos vodikového atomu
hydroxybenzoové kyseliny
hydroxyskoficové kyseliny
vysokoucinna kapalinova chromatografie

vysokoucinnd kapalinova chromatografie s detekci

v UV/VIS

vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrie
E-4-(((9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl 3-(3-
hydroxyfenyl)akrylat

E-4-(((9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-y1)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenyl 3-(3-hydroxyfenyl)akrylat
matrixova metaloproteinasa 1

methoxymethyl chlorid

kyselina E-3-(3-methoxy-4-
(methoxymethoxy)fenyl)akrylova

kyselina £-3-(3-(methoxymethoxy)fenyl)akrylova

kyselina (R E)-3-(3,4-bis(methoxymethoxy)fenyl)-2-
(3-(3,4-
bis(methoxymethoxy)fenyl)akryloyl)oxy)propanova

hmotnostni spektrometrie
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NHDF
NMR
PBS

pT-THP

RVO

SE

SET

SD

SPLET
TBAF
TBDMSCI

TBDMS-FA

TBDMS-mCA

TBDMS-mCA-pT

TBDMS-mCA-pT-THP

TBDMS-RA

neutralni ¢erveni

normalni lidské kozni fibroblasty
nuklearni magnetické rezonance
fosfatovy pufr
4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenol

otacky za minutu

rotacni vakuova odparka

standardni chyba

prenos elektronu

smérodatna odchylka

sequential proton loss electron transfer
tetra-n-butylamonium fluorid

terc-butyldimethylsilyl chlorid

kyselina [E-3-(4-((ferc-butyldimethylsilyl)oxy)-3-
methoxyfenyl)akrylova
kyselina E-3-(3-((terc-

butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akrylové
E-4-(((7H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl-3-(3-((terc-
butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akrylat
E-4-(((9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-y1)-9H-purin-6-

yl)amino)methyl)fenyl 3-(3-((terc-

butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akrylat

kyselina (R E)-3-(3,4-bis((terc-
butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)-2-((3-(3,4-bis((terc-
butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akryloyl)oxy)propanova
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THF

THP

TLC

tRNA

UV

VIS

UVA

UVB

tetrahydrofuran

tetrahydropyran

tenkovrstva chromatografie
transferova ribonukleova kyselina
ultrafialové zatfeni

oblast viditelného zafeni

UV zafeni A (A =320-400 nm)

UV zafeni B (A =280-315 nm)
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1 Uvod a cile prace

Cytokininy jsou skupinou rostlinnych hormont, které zastavaji v rostlinnych
organismech mnoho dulezitych funkci (Davies, 2010). Po objeveni cytokinint
s purinovym skeletem v roce 1955 (Miller et al., 1955) se podafilo syntetizovat mnoho
derivatd odvozenych od téchto cytokinini a bylo zjisténo, ze mohou byt vyuzity
v mnoha odvétvich (Dolezal a Strnad, 2017). V 90. letech 20. stoleti bylo zjisténo, ze
cytokininy jsou vyznamnymi molekulami nejen pro rostlinné organismy, ale mohou
mit také vliv na lidské kozni buiiky (Rattan a Clark, 1994). Mnoho z téchto latek bylo
piipraveno akademiky Laboratofe rustovych regulatord a dalSimi pracovisti PiF
UPOL. Predlozena prace se tak snazi navazat na jimi ziskané vysledky a ptinést nové
molekuly odvozené od téchto cytokinint, které by mohly mit zajimavou biologickou
aktivitu. Vyvoj a syntéza novych bioaktivnich molekul s G¢inky na lidskou kuzi, které
by se vkosmetickém prumyslu ¢i dermatologii mohly stat soucasti dermalné
aplikovanych ptipravku, je tak dalezitym rozvijenim cytokininové chemie. Druhym
tématem, kterému se tato prace vénuje, jsou fenolické latky, resp. jejich konkrétni
skupina hydroxyskoticovych kyselin. Tyto molekuly jsou pro vyuziti v dermatologii
a kosmetice také perspektivni, protoze vykazuji Siroké spektrum biologickych acinku
na lidskou kuzi — jedna se zejména o antioxidac¢ni, antimikrobialni ¢i UV protektivni
ucinky (Taofiq et al., 2017). Konjugaty hydroxyskoficovych kyselin a cytokinint tedy
mohou predstavovat perspektivni spojeni.

Cilem teoretické Casti bylo zpracovat literarni resersi zaméfenou na fenolické
latky, resp. jejich podskupinu hydroxyskoficovych kyselin, a rostlinné hormony
cytokininy. Cilem experimentalni casti prace bylo pfipravit konjugaty
hydroxyskoficovych kyselin s vybranym, na kozni buriky aktivnim, cytokininem para-
topolinem, pfipravené molekuly charakterizovat pomoci fyzikalné-chemickych metod
a podrobit je in vitro biologickému testovani cytotoxicity, fototoxicity a UVA protekce

na lidskych nenadorovych liniich.
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2 Teoreticka cast

2.1  Fenolické latky

Fenolické latky jsou definovany jako latky, které maji jednu ¢i vice hydroxylovych
skupin navazanych pfimo na aromatickém kruhu. Aromaticky kruh jim poskytuje
odlisné chemické vlastnosti oproti jejich analogim, které obsahuji alifaticky fetézec
(alkoholy). Jsou charakteristickymi metabolity rostlin a zastavaji dalezité funkce napf.
v jejich vyvoji ¢i obrannych mechanismech (Vermerris a Nicholson, 2006).

Zakladni stavebni jednotkou fenolickych sloucenin je fenol. Dle polohy dal§iho
substituentu na struktufe benzenu, napiiklad hydroxylové skupiny, rozliSujeme

u disubstituovanych fenolickych latek polohové izomery ortho-, meta- a para-

(Obrazek 1).
(D (2) (3) 4)
H H H H
é ij f)
R
R

Obrazek 1 Chemicka struktura fenolu (1) a hydroxy- izomerii (R) v polohdch ortho- (2), meta- (3) a para- (4)

(upraveno dle Vermerris a Nicholson, 2006)

2.1.1 Klasifikace a vlastnosti fenolickych latek

Vzhledem kvysoké diverzit¢ jednotlivych skupin pfirozené se vyskytujicich
fenolickych latek neni jejich klasifikace jednoznacna. Obecné se ale pro jejich
klasifikaci pouzivaji dva zpusoby, prvni se odviji od jejich chemické struktury a druhy
od Cetnosti jejich vyskytu (Zeb, 2021). Nejpouzivanéjsi je klasifikace Harborna
a Simmondse (Tabulka 1) dle chemické struktury. Autofi fenolické slouceniny

rozdéluji do skupin dle poctu uhlikt v jejich struktufe (Harborne a Simmonds, 1964).
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Tabulka 1 Klasifikace fenolickych sloucenin (upraveno dle Zeb, 2021)

SKUPINA STRUKTURA
JEDNODUCHE FENOLY C6
DERIVATY KYSELINY BENZOOVE
FENOLICKE ALDEHYDY co-ct
ACETOFENONY A FENYLOCTOVE KYSELINY
FENYLETHANOIDY -2
DERIVATY KYSELINY SKORICOVE
KUMARINY A CHROMONY -
BENZOFENONY A XANTHONY C6-C1-C6
STILBENY
C6-C2-C6
ANTHRACHINONY
CHALKONY
AURONY C6-C3-C6
FLAVONOIDY
ANTOKYANY C15
BIFLAVONYLY C30
BETAKYANY C18
LIGNANY A NEOLIGNANY DIMERY
LIGNINY POLYMERY
TANINY OLIGOMERY A POLYMERY
FLOBAFENY POLYMERY

Fenolické slouceniny se v rostlinnych organismech vyskytuji spiSe ve formé estert
a glykosidi nez jako volné latky (Vermerris a Nicholson, 2006). Glykosylace
a deglykosylace je dulezitym regulacnim bodem homeostazy fenolickych latek,
navazanim sacharidii totiz dochazi ke zméné rozpustnosti, stability a biologické
aktivity pivodnich molekul fenolickych latek (Le Roy et al., 2016). Ve svych volnych
formach jsou obecné molekuly fenolickych latek nestabilni a pfipojenim sacharidi
dochazi ke zlepSeni jejich stability (Jones a Vogt, 2001). V molekulach glykosidu
fenolickych latek muze byt jako cukerna slozka vazana glukdza, ale také jiné
monosacharidy, disacharidy ¢i oligosacharidy. Sacharidové zbytky jsou navazany
nejCastéji pomoci O- nebo C-glykosidické vazby, u nékterych glykosylovanych
fenolickych latek 1ze vSak nalézt také N- a S-glykosidické vazby (Zeb, 2021). Obecny

14



mechanismus glykosylace je uveden na pfikladu navazani molekuly glukozy

na kyselinu (¥)-3-(4-hydroxyfenyl)prop-2-enovou (para-kumarovou; Obrazek 2).

o] OH H,O oHO..
HO,, OH ;
OH
HO UO 0 HO

Obrazek 2 Schéma glykosylace kyseliny para-kumarové (prevzato ze Zeb, 2021)

Castou reakci fenolickych latek je také formace estert reakci karboxylové skupiny
jedné latky s hydroxylovou skupinou latky druhé — diky nutné piitomnosti
karboxylové skupiny tak esterifikaéni reakce velmi Casto probihaji mezi dvéma
fenolickymi kyselinami. Tyto reakce davaji moznost vzniku Sirokému spektru riznych

estericky vazanych fenolickych kyselin s riznou biologickou aktivitou (Zeb, 2021).

Chemické vlastnosti fenolickych latek jsou obecné dany jak aromatickym
kruhem v jejich zékladni struktute, tak substituovanou funkéni skupinou. Aromaticky
kruh diky delokalizovanym 7 elektroniim urcuje preferenci substitu¢nich reakci oproti
reakcim adiCnim, které jsou typické u linearnich uhlovodikii s dvojnou vazbou.
Hydroxylova skupina fenolu dava vétsiné fenolickych sloucenin celkovy slabé kysely
charakter, ktery je ale ovlivnén také ostatnimi substituenty (Vermerris a Nicholson,
2006). Z davodu obrovského poctu riznorodych fenolickych metabolitd jsou
nasledujici kapitoly vénovany zejména zastupcum z fad hydroxyskoficovych kyselin
a derivatim od nich odvozenych, nebot ty jsou dale pouzivany v praktické Casti prace.
Fenolické kyseliny obsahuji motiv typicky pro fenolické latky, tj. fenol, na kterém jsou
vazany dal§i substituenty, zejména karboxylova funkcni skupina. PocCetna skupina
fenolickych kyselin (n€kdy nazyvané téz fenolkarboxylové kyseliny) zahrnuje dvé
podskupiny — hydroxyskoticové (HCA) a hydroxybenzoové kyseliny (HBA), které se
vyclenuji na zakladé toho, zda jsou odvozené od kyseliny benzenkarboxylové
(benzoové) ¢i  kyseliny (£)-3-fenylprop-2-enové (skoficové) (Obrazek 3).
Pro fenolické kyseliny je tedy charakteristickd pfitomnost nejen fenolické
hydroxylové skupiny, ale také karboxylové funkéni skupiny vazané ptimo na fenolu

¢i v fetézci substituovaném na benzenovém jadie fenolu (Kumar a Goel, 2019).

15



O

@»A‘LOH X~""0H

(1) ()

Obrazek 3 Struktura kyseliny benzoové (1) a kyseliny skoFicové (2), od nichZ jsou odvozené HCA a HBA

Mezi HCA (Obrazek 4) jsou fazeny kyseliny (£)-3-(2-hydroxyfenyl)prop-2-enova
(ortho-kumarovad), (F)-3-(3-hydroxyfenyl)prop-2-enova (meta-kumarova), (£)-3-(4-
hydroxyfenyl)prop-2-enova (para-kumarova), (F)-3-(3,4-dihydroxyfenyl)prop-2-
enova (kavova), (£)-3-(4-hydroxy-3-methoxyfenyl)prop-2-enova (ferulova) a (F)-3-
(4-hydroxy-3,5-dimethoxyfenyl)prop-2-enova (sinapova), ale 1ze k nim také formalné
fadit kyselinu (1S,3R,4R,5R)-3-[(£)-3-(3,4-dihydroxyfenyl)prop-2-enoyl]oxy-1,4,5-
trihydroxycyklohexan-1-karboxylovou (chlorogenovou) a kyselinu (2R)-3-(3,4-
dihydroxyfenyl)-2-[(£)-3-(3,4-dihydroxyfenyl)prop-2-enoyl Joxypropanovou
(rozmarynovou), které jsou také odvozeny od kyseliny skoficové, maji vSak estericky
vazané dalsi slozky — v pfipad€ kyseliny chlorogenové se jedna o kyselinu (3R,5R)-
1,3,4,5-tetrahydroxycyklohexan-1-karboxylovou (chinovou), u kyseliny rozmarynové
jde o kyselinu 3-(3,4-dihydroxyfenyl)-2-hydroxypropanovou (Vermerris a Nicholson,
2006).

kyselina o-kumarova R, =OH

< o]
m-kumarova R, =OH Rs “
p-kumarova R; =0OH OH

R; R,
kyselina kdvova R, =R3;=0H Rz
kyselina ferulova R, = OCH;3;, R3 = OH
kyselina sinapova R, =R4=0OCH;, R; = OH

Obrazek 4 Struktura HCA (upraveno dle El-Seedi et al., 2012)

HCA jsou hojné zastoupeny v ruznych druzich ovoce a zeleniny (Zeb, 2021).
V rostlinnych organismech jsou syntetizovany Sikimatovou drahou, ktera je zdrojem
prekurzort fenolickych latek — fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu. Sikiméatova draha
tak predstavuje velmi dulezité propojeni primarniho a sekundarniho metabolismu
rostlin, kdy syntetizované aminokyseliny slouzi nejen pro proteosyntézu, ale také

pro syntézu sekundarnich metabolitd (Santos-Sanchez et al., 2019). Bylo zjisténo,
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ze v listové, kotfenové a kostalové zeleniné jsou fenolické kyseliny zastoupeny vice
nez v jinych druzich zeleniny. Nejvice abundantnimi byly v pfipadé provedeného
HPLC-MS screeningu kyseliny isoferulova, p-kumarova a ferulova (Zhang et al.,
2019).

Prestoze v mnohych druzich ovoce a zeleniny jsou HCA dominantnimi
slouceninami z fad fenolickych latek, jsou tyto kyseliny zastoupeny i v obilovinach ¢i
kavé a Caji (Zeb, 2021). Pravé kava je jednim z nejbohatSich zdroju kyseliny
chlorogenové, kavova zrna vSak obsahuji také kyselinu p-kumarovou, kavovou a dalsi

fenolické latky (Mehaya a Mohammad, 2020).

2.1.2 Antioxidacni pusobeni fenolickych latek

Zcela zasadni vyznam ma antioxidacni plsobeni fenolickych latek vznikajici
spoluptisobenim benzenového jadra, které stabilizuje molekuly antioxidantt po jejich
reakci s volnymi radikaly, a hydroxylovych skupin zodpovédnych za samotny
antioxidacni ucinek (Zeb, 2021), u nichz zalezi nejen na poctu, ale takeé jejich poloze.
Para- a ortho- substituované fenolické latky vykazuji vyssi antioxida¢ni ptisobeni nez
latky se substituenty v mefa- poloze. V pripadé fenolickych kyselin vysledny
antioxidacni potencial ovliviiuje také délka fetézce nesouci karboxylovou skupinu,
ktery je substituovan na fenolu. Cim del3i fetézec je, tim lepsimi antioxidanty dané
kyseliny jsou — derivaty kyseliny skoficové jsou tak lepsimi antioxidanty nez derivaty
kyseliny benzoové. Vliv na antioxidacni vlastnostt HCA ma také konfigurace dvojné
vazby uhlovodikového fetézce, kdy kyseliny v £- konfiguraci vykazuji obecné vyssi
reaktivitu nez v Z- konfiguraci (Goger a Gulgin, 2011; Szelag, Urbaniak a Bluyssen,
2015). Za nejsilnéjsi antioxidant z fad HCA a jejich derivatt je povazovana kyselina
rozmarynova (Amoah et al., 2016). Samotny mechanismus antioxidacni reakce
zprostiedkovany fenolickou hydroxylovou skupinou pak mize probihat tfemi riznymi
cestami. Prvni moznosti je prenos vodikového atomu (hydrogen atom transfer, HAT),
kdy dochazi k pfenosu atomu vodiku zhydroxylové skupiny fenolické latky
na reaktivni radikaly, ¢imz dochazi ke vzniku fenolického radikalu a ptivodni radikal
se stabilizuje. Druhou cestou je prenos elektronu (single electron transfer, SET),
pii kterém je nejprve prenaSen pouze elektron pochazejici z fenolické slouCeniny
na reaktivni radikal, znéjz timto mechanismem vznik4 aniont. Nasledn¢ dochazi

k prenosu protonu. Tfetim mechanismem je sequential proton loss electron transfer
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(SPLET), kdy fenolické latky ztraceji proton v disledku zmén v acidobazické
rovnovaze za vzniku jejich aniontu, ktery predava elektron reaktivnimu radikalu.
Vznika tak radikal pavodni fenolické latky a aniont radikalu. Poslednim krokem je,
obdobné¢ jako u piedchozich mechanismd, pienos protonu (Obrazek 5; Pereira et al.,
2009; Shang et al., 2015; Zeb, 2021). Bylo zjisténo, ze antioxidacni ucinek HCA je
zprostiedkovan preferencné mechanismy HAT ¢ SPLET, a to v zavislosti
na prostredi, ve kterém reakce probiha a jiz zminéné poloze a poctu hydroxylovych

skupin (Mansouri a Mekelleche, 2020; Shang et al., 2015).

HAT: ArOH + X' — ArO + XH
SET: ArOH +X — ArOH +X — ArO +XH

H' - X . - H .
SPLET: ArOH - ArO - ArO +X —->ArO +XH

Obrazek 5 Schémata antioxidacnich mechanismii fenolickych latek (upraveno dle Shang et al., 2015)

Antioxidacni plsobeni plni svou funkci nejen v rostlinnych organismech jako
ptirozena ochrana pied potencialné Skodlivymi kyslikovymi radikaly, ale dava
fenolickym latkam také velmi S§irokou wvyuzitelnost napf. v potravinafstvi,
kosmetickém primyslu ¢i mediciné (Zeb, 2020). V potravinaiském primyslu by
aplikace HCA a jejich derivati s antioxidacni aktivitou mohla nahradit pouzivani
syntetickych antioxidantti, kterymi je zajisStovana udrznost a trvanlivost vyrabénych
produktt (Leonard et al., 2022).

Neopomenutelnou reakci fenolickych sloucenin je také jejich vlastni oxidace
(také nazyvana jako autooxidace), ktera dle mechanismu chemické reakce mize byt
enzymaticka ¢i neenzymaticka. Obecné oxidaci fenolickych latek dochazi ke vzniku
zbarvenych produktd, proto jsou v potravinafstvi oxidacni reakce Casto nazyvané také
jako hnédnuti a mohou byt v této oblasti nezadouci. Stupen hnédnuti lze v§ak zmirnit

upravou podminek, napt. snizenim pH (Zhou et al., 2021).
2.1.3 Potencialni benefity a vyuziti HCA

HCA jsou diky svym chemickym vlastnostem a biologickym ucinkiim intenzivné
zkoumany jiz nekolik desitek let zejména pro jejich potencialni vyuziti v prevenci

i podpiirné 1écbé mnoha onemocnéni (Kumar a Goel, 2019). Je obecné znamo, ze
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optimalni vyziva je velmi silné spjata slidskym zdravim, a tak je nutné zajistit
dostate¢ny piisun potravin, které v nynéjSich jidelniccich mnohdy chybi — jedna se
zejména o celozrnné potraviny, ovoce a zeleninu ¢i ofechy (Coman a Vodnar, 2020).
Prestoze jsou HCA jednou z nejvyznamnéjSich skupin fenolickych latek vyskytujicich
se v rostlinnych organismech (a tedy také v potravinach), vyzkum jejich biologické
dostupnosti a potencialniho ucinku na lidské zdravi mize byt limitovan jejich vazbou
na nékteré polysacharidy bunécné stény, které mohou byt pro ¢lovéka nestravitelné
(Calinoiu a Vodnar, 2018). Volné formy HCA jsou 1épe absorbovany nez jejich estery
se sacharidy, jinymi organickymi kyselinami nebo lipidy. Potencialni pozitivni u¢inek
na lidské zdravi tedy zavisi jak na jejich mnozstvi v potrave, tak na jejich biologické
dostupnosti (El-Seedi et al., 2012). Na vysledné biologické aktivit¢ HCA ptijimanych
v potrave se podili nejen travici enzymy tenkého stfeva, ale podstatnou roli hraji také
enzymy mikrobiomu tlustého stfeva. Vznikajici volné formy kyselin jsou krevnim
reCistém transportovany do jater, kde jsou metabolizovany ve formy, které koluji
krevnim fecistém do cilovych organt (Heleno et al., 2015; Marin et al., 2015).

Z hlediska pfinosu pro lidské zdravi hraji HCA diky svému antioxida¢nimu
potencidlu zéasadni roli zejména v prevenci chorob spojenych se starnutim
a oxidativnim stresem (El-Seedi et al., 2012). Mezi onemocnéni, na jejichz rozvoji se
podili reaktivni kyslikové a dusikové radikaly, patfi napt. kardiovaskularni
onemocnéni (zejména aterosklerdza a hypertenze), diabetes, onkologicka onemocnéni
¢i neurodegenerativni stavy jako je Parkinsonova ¢i Alzheimerova choroba (Valko
etal,, 2007; Liguori et al., 2018). Nadmérna produkce reaktivnich kyslikovych
radikal indukovana UV zarenim je také jednim z hlavnich mechanismu pfispivajicich
ke starnuti pokozky (Augustyniak et al., 2016). U mnoha zastupct z fad HCA bylo
prokazano, ze vykazuji UV protektivni schopnost — protektivni efekt byl prokazan
napt. u kyseliny para-kumarové pii testovani na bunécné linii odvozené z kralici
rohovky po ozafeni UVB zafenim (Lodovici et al., 2003). Pii testovani in vivo
na mySich modelech vykazuji kyseliny kavova a ferulova ucinek proti kancerogenezi
navozené UVB zarenim (Balupillai et al., 2015; Ambothi, Prasad a Balupillai, 2015).
Fotoprotektivni vliv kyseliny rozmarynové byl prokazan pfi jeji aplikaci na bunécné
kultury lidskych fibroblastd a keratinocytt, které byly ozafeny UVB zatfenim (Gupta
et al., 2022). Pti topicke aplikaci na pokozku piedlokti bylo zji§téno, ze kyselina para-
kumarova dokaze zmirnit rozvoj kozniho erytému po vystaveni pokozky UV zareni
(Seo et al., 2011). Podobné vysledky byly ziskany také pii aplikaci peelingu
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s piidavkem kyseliny ferulové na pokozku dvaceti Zen ve véku 45-60 let, jejichz ktuize
v oblasti obliceje jiz vykazovala znamky starnuti (Zdunska-Peciak et al., 2022).

Diky kombinaci fotoprotektivniho a antioxida¢niho tc¢inku tedy mohou HCA
najit potencialni aplikaci nejen ve farmaceutickém prumyslu, ale mohou byt také
molekulami zajmu pro pramysl kosmeticky. Nynéjsi vyzvou na poli vyuziti HCA
v kosmetice je vSak jejich nestabilita, nachylnost k oxidaci a slab4a schopnost
prostupovat bunééné membrany (Taofiq et al., 2017). Slibnym pfistupem by mohly
byt mikroenkapsula¢ni techniky, které by tyto bioaktivni latky chréanily pted jejich
degradaci a také usnadnily jejich prachod kuzi pii topické aplikaci (Casanova a Santos,
2016). Nabizi se také spojeni s jinymi netoxickymi organickymi molekulami, které by
mohly upravit jejich vlastnosti tak, aby napf. usnadnily prostup kizi anebo synergicky
zvysily jejich ucinek.

Nejen volné formy HCA vSak vykazuji zminéné bioaktivni ucinky, napf.
pfirozené se vyskytujici konjugaty tyraminu a HCA mohou také vykazovat

-----

(Leonard et al., 2022).

2.1.4 Derivaty a konjugaty HCA

Potencialni benefity nejen pro lidské zdravi, ale také napft. pro potravinaisky prumysl
by mohly pfinéaSet také konjugaty fenolickych kyselin s jinymi latkami — vyvoj téchto
konjugati se ubira mnoha sméry, z nichz nekteré budou pfiblizeny v této kapitole.
Zajimavé vyuziti by mohly najit konjugaty HCA s monoacylglyceroly.
Monoacylglyceroly jsou v potravinaiském pramyslu bézné pouzivany jako
emulgatory a v kombinaci s fenolickymi latkami mohou zlepsit oxidativni stabilitu
emulzi. Diky moznému propojeni emulgétoru a antioxidantu v jedné molekule by tedy
mohlo dojit k usnadnéni neékterych technologickych procest (Anankanbil et al., 2018).
Inhibi¢ni UCinek pfi oxidaci lipidd v emulzich vykazuji také arabinoxylany
a glukuronoxylany derivatizované kyselinou ferulovou a sinapovou (Wrigstedt et al.,
2010). Perspektivni pro potravinarstvi mohou byt také konjugaty HCA (jmenovité
derivaty kyselin p-kumarové, kavové a ferulové) vazané jako ester ¢i amid
s chitosanem. Tyto konjugaty po inkorporaci do obalovych materialt zlepsily jejich

technologické vlastnosti jako napf. teplotni stabilitu a odolnost vuci UV zafeni, ale
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ovlivnily také jejich antioxidacni a antimikrobialni aktivitu a pfispély k prodlouzeni
trvanlivosti veprfového masa, na kterém tyto obaly byly testovany (Yong et al., 2021).

Konjugaty chitosanu a HCA jsou vSak zajimavymi latkami také pro vyzkum
v oblasti mediciny, kde jejich potencialni pfinos spociva predevSim ve vyuziti pfi
dermalni aplikaci ve formé hydrogeld ¢i filmi pro wurychleni hojeni
a antimikrobialnimu puasobeni v misté poranéni, ale také pro zlepSeni vlastnosti
transportért terapeutickych molekul zaloZenych na chitosanu (Ojeda-Hernandéz et al .,
2022). Mimo antimikrobiélni G¢inky vSak mohou derivaty nékterych HCA vykazovat
také antiparazitické vlastnosti. Lopes et al. (2020) v ramci svého vyzkumu pfipravili
alkyl- a aryl- derivaty kyseliny p-kumarové, z nichz nékteré pisobily inhibicné
na parazitické druhy Leishmania brazilensis a Plasmodium falciparum.

Derivaty HCA nachazi Siroké uplatnéni také v kosmetickém primyslu.
V kosmetickych ptipravcich plni tfi hlavni funkce —jsou vyuzivany jako chemické UV
filtry, jako slozky oddalujici starnuti pokozky a jako antimikrobialni ingredience
(Gunia-Krzyzak et al., 2018). Mimo jmenované pozitivni u¢inky v§ak mohou mit také
ptinos technologicky — konjugaci kyselin ferulové a kavové s aminokyselinami byly
ziskany slouceniny, u kterych byla mimo jejich UV protektivni schopnosti prokazana
také schopnost stabilizovat emulze (Centini et al., 2012). Pro stabilizaci emulzi
v kosmetice v§ak mohou byt pouzity také jiz zminéné amfipatické monoacylglyceroly
konjugované s fenolickymi kyselinami (Gandhi et al., 2021). Pro kosmeticky prumysl
by mohly byt velmi perspektivni také konjugaty kyseliny p-kumarové a kyseliny
L-askorbové. Jejich spojenim byly zachovany oba mechanismy ovlivnéni metabolismu
kolagenu, které maji ptivodni molekuly, ¢imz by tyto konjugaty mohly najit vyuziti

v produktech s protistarnoucim efektem (Kwak et al., 2015).

2.2 Cytokininy

Pravdépodobné prvni zminkou v literatufe hovotici o chemickych latkach, které
ovliviiyji déleni bunék, je publikace Zur physiologie der zellteilung, kde byl popsan
experiment rakouského védce Gottlieba Haberlandta. Ten prokézal, ze
parenchymatické buriky brambory se v pfitomnosti smési latek, které prochazi
floémem, mohou meénit na meristematické pletivo a aktivné se délit. V souladu s tim,

ze zivoci$né hormony byly popisovany jako chemické signaly, které ovliviiuji rtst
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raznych ¢asti organismu, Haberlandt predpokladal, zZe tyto latky budou mit podobnou
povahu (Haberlandt, 1913; Kaminek, 2015).

Ve 40. letech 20. stoleti byly hledany latky ¢i jejich smési, které by indukovaly
déleni rostlinnych bunek. Bylo zjisténo, ze pfidavkem kokosového mléka do média,
které jiz obsahuje auxiny, dochazelo k indukci narustu kalusu na explantatovych
kulturach raznych rostlin, napf. u embryi durmanu (van Overbeek, Conklin
a Blakeslee, 1941), ¢i kulturach z kotene mrkve (Caplin a Steward, 1947). Hledani
a studiu latek, které by podporovaly bunécné déleni, se dale vénovali F. K. Skoog
a C. O. Miller, ktefi nalezli latky podporujici bunééné deleni nejen v kokosovém
mléce, ale také v kvasnicném extraktu ¢i autoklavované sledi DNA, coz se stalo
zasadnim milnikem historie  cytokinin - roku 1954 byl izolovan
No6-furfurylaminopurin, ktery byl diky své schopnosti indukovat cytokinezi,
pojmenovan jako kinetin. Nejednalo se vSak o pfirozené se vyskytujici cytokinin, ale
pravdépodobné o produkt degradace DNA (Miller et al., 1955; Miller et al., 1956).
Tato védecka skupina také v roce 1965 navrhla pouzivat nazev cytokininy (CK) pro
vSechny latky, které vykazuji uCinky podobné kinetinu (Skoog, Strong a Miller, 1965).
Prvnim CK ziskanym zrostlinného materialu byl tedy az trams-zeatin izolovany
z kukufice (Letham, 1963).

CK zastavaji v rostlinnych organismech mnoho dulezitych funkci. Stimuluji
bunécné déleni, ¢imz se podili na regeneraci a morfogenezi rostlinnych organd, jsou
ale zodpovédné také za rast lateralnich pupent a reguluji velikost semen. Mezi dalsi
funkce CK patii napt. oddaleni senescence. Zasadni ulohu CK plni také pii ptisobeni
stresovych faktori jako je napt. sucho ¢i zasoleni pudy nebo nedostatek nutrientd.
Na vysledném ucinku v rostlinném organismu se vSak podili nejen CK, ale ucastni se
také ostatni rostlinné hormony jako jsou napf. auxiny, gibereliny, kyselina abscisova
a jasmonova €i ethylen (Davies, 2010; Taiz et al., 2015). Zajimavy je predevsim dvoji
typ interakce CK sauxiny — vraznych fyziologickych procesech mohou mit
synergisticky ¢i antagonisticky ucinek (Schaller, Bishopp a Kieber, 2015).

Z hlediska chemického predstavuji CK skupinu derivati adeninu s navazanym
aromatickym nebo isoprenoidnim fetézcem v poloze N6- (Obrazek 6). Mimo
isoprenoidni a aromatické CK je vyclenovana také zvlastni skupina syntetickych
derivati mocoviny, které vykazuji podobnou biologickou aktivitu jako CK (Spichal,

2012).
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Obrazek 6 Prehled cytokininovych bazi (upraveno dle Svacinova et al., 2012)

Biosyntéza isoprenoidnich CK  probih4 nejen vrostlinach, ale také
v mikroorganismech (Frébortova a Frébort, 2021) dvéma mechanismy — de novo
syntéza spociva v prenosu daného isoprenoidniho zbytku do N6-pozice adeninové
kostry pomoci enzymu isopentenyltransferasy. Druhou cestou biosyntézy CK je
degradace tRNA (Sakakibara, 2010). Na rozdil od jiz pomémé rozkrytého
mechanismu biosyntézy isoprenoidnich CK zastava vSak syntéza aromatickych CK
stale nepopsana (Oslovsky et al., 2020). Vysledna biologicka aktivita CK se odviji
od mnoha faktorti a neurCuje ji pouze druh substituentu v N6-poloze, ale také dalsi
substituenty navazané na adeninovém skeletu, napt. glukoza v polohach N3-, N7-
a N9- (Mok a Mok, 2001). CK glukosylované v N7- a N9-poloze byly diky své velmi
nizké ¢i nulové biologické aktivité povazovany za inaktivni formy bez zasadniho
pfinosu pro rostlinné organismy. Na zakladeé provedenych experimentti v§ak Pokorna
et al. (2021) vybizi kjejich diukladn€jSimu studiu, nebot’ se podafilo prokazat, ze

existuji rozdily v hladinach N7- a N9-glukosidii detekovanych u rizné evolucné
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vyspélych rostlinnych organismu, ale ke zménam v koncentraci téchto metabolitd
dochazi také na urovni ontogeneze modelového organismu Arabidopsis thaliana.
Ve vybranych CK biotestech se také podafila prokéazat biologicka aktivita nékterych
glukosylovanych CK (Pokorna et al., 2021). Zasadni vliv na aktivitu CK metabolit
maji viak také zmeny na isoprenoidnim ¢i aromatickém zbytku substituovaném v N6-
poloze, napt. O-glykosylaci vznikaji zadsobni O-glukosidy a O-xylosidy piislusnych
CK, které jsou reverzibiln¢ deaktivovany a mohou byt pievadény dle potieby zpét
na CK volné baze vykazujici nejvyssi biologickou aktivitu (Spichal, 2012). Dilezitou
roli v rostlinnych organismech hraji tedy nejen volné baze, ale také zminéné

metabolity CK (Taiz et al., 2015).

2.2.1 Potencialni vyuziti CK a jejich prirozenych i syntetickych derivata

CK a jejich derivaty nachazi diky svym vlastnostem uplatnéni nejen
v biotechnologiich (Plihalova et al., 2016) a potazmo zeméd¢lstvi (Koprna et al.,
2016), maji ale také znacny potencial pro vyuziti v huméanni mediciné a kosmetickém
prumyslu (Honig et al., 2018). Zamérem této kapitoly je tedy shrnout zakladni
poznatky ve zminénych smérech.

Prestoze v rostlinnych explantatovych kulturach vede ptidavek CK jakozto
regulatorti rastu k pozadovanému efektu, a to jiz ve velmi nizkych koncentracich,
vyuziti CK v zemédé&lstvi bylo v minulosti problematické a jejich pouziti ovliviiovala
nizkd rozpustnost ve vode. Byly pfipraveny mesylaty CK (N6-benzyladeninu,
o-topolinu, m-topolinu a m-methoxytopolinu), které diky zvySeni rozpustnosti oproti
pivodnim molekulam mohou byt pouZzity v polnich experimentech na obilovinach.
Jejich aplikaci bylo dosazeno zvySeni poctu produktivnich odnozi, a tedy také zvySeni
vynosu jeCmene (Klos et al., 2022). Podobnych vysledki bylo dosazeno také
u derivati aromatickych CK s halogeny substituovanymi v riiznych polohach
na purinové kostfe (Koprna et al., 2021). Vyznamny potencial pro podpofeni rastu
plodin vSak neptredstavuji pouze nové syntetizované derivaty CK, ale také syntetické
inhibitory cytokininovych oxidas/dehydrogenas, které CK v rostlinach degraduji
a reguluji tak uméle jejich pasobeni in situ (Nisler et al., 2021).

CK ajejich nové derivaty vSak mohou mit mimo zemédelského
a biotechnologického pouziti také potencialni terapeuticky vyznam. U nékterych

pfirozené se vyskytujicich ribosidi CK byla prokazana cytotoxicka aktivita jak in vitro
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na lidskych nadorovych bunécnych liniich, tak in vivo. Zaroven bylo zjisténo, ze
mechanismus uc¢inku o-topolin ribosidu je odliSny od bézn€é pouzivanych
chemoterapeutik (Voller et al., 2010). Pravé ribosidy CK byly zkoumany jako
potencialni terapeutika pro 1é¢bu onkologickych onemocnéni — in vitro na riznych
nadorovych bunécnych liniich dokazou inhibovat rist bunék, zapfiinit apoptozu Ci
mohou mit antiangiogenni Uc¢inek (Voller et al., 2019). Pro terapii onkologickych
onemocnéni byly také uspé$né testovany syntetické C2-, N9-derivaty CK, napft. 2-[[6-
(benzylamino)-9-methylpurin-2-ylJamino]ethanol ~ (olomoucin),  2-[[[2-[[(2R)-1-
hydroxybutan-2-ylJamino]-9-propan-2-ylpurin-6-yl Jamino]methyl]fenol (olomoucin
1)) ¢i (2R)-2-[[6-(benzylamino)-9-propan-2-ylpurin-2-ylJamino]butan-1-ol
(R roscovitin), jejichz mechanismem ucinku je inhibice cyklin-dependentnich kinas,
¢imz dokazou regulovat bunéény cyklus (Dolezal a Strnad, 2017).

Mimo aplikaci v mediciné maji CK a jejich derivaty vyuziti v kosmetickém
prumyslu. Jizv 90. letech 20. stoleti bylo na bunécné linii lidskych fibroblasti zjisténo,
ze kinetin dokaze snizovat intenzitu projevu procest spojenych se starnutim bunek,
jako je napt. zména rychlosti rastu a velikosti bunék ¢i zmény v organizaci cytoskeletu
a kinetin se tak stal molekulou zajmu pro vyuziti v kosmetice (Rattan a Clark, 1994;
Rattan, 2002). Po tomto vyznamném objevu bylo pochopitelné usilovano o moznost
vyuzivat kinetin v kosmetice jako bioaktivni substanci, ktera je schopna chranit lidské
kozni buriky a zamezit jejich starnuti. Potencialni aplikace CK pro terapeutické ucely
v dermatologii, ale také pro estetické benefity v kosmetice, tkvi v jejich schopnosti UV
protekce, zlepSeni hojeni ran, schopnosti modulovat syntézu melaninu a diferenciaci
keratinocytt (Voller etal., 2017). Bylo zjisténo, Ze schopnost kinetinu ovlivnit starnuti
lidskych koznich bunék Ize zvySit navazanim substituentu v pozici N9- (SziiCovaet al .,
2009; Szucova et al., 2011; Dolezal a Strnad, 2017). Latka 6-(furfurylamino)-9-
(tetrahydropyran-2-yl)-purin je v kosmetice uzivana pod komer¢nim nadzvem pyratin.
V klinickych studiich bylo prokazano, ze jeji ptidavek do krému dokaze nejen snizit
vyskyt vrasek a dokaze zamezit vysychani pokozky (McCullough, Garcia a Reece,
2008), ale také jiz ve velmi nizkych ptidavcich (= 0,1 %) ulevit pacientim s rdznymi
koznimi onemocnénimi, jako je napf. rizovka (Tremaine et al., 2010). Ke stejnému
zavéru dosla vyzkumna skupina Wu et al. (2007) také pii aplikaci krému obsahujici
0,1 % kinetinu. Mimo zminéné pozitivni ucinky na lidské kozni buiky bylo také

prokazano, ze derivaty kinetinu s riznymi substituenty na furfurylovém zbytku
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a substituentem v N9-pozici mohou chranit lidské fibroblasty 1 keratinocyty pfed UVA
a UVB zafenim (Honig et al., 2018).

Kinetin a jeho derivaty vSak nejsou jedinymi molekulami z fad CK, které maji
vliv na lidské kozni buiiky. Bylo zjisténo, ze také zeatin mize pozitivné ovliviiovat
znaky provazejici starnuti bunék — aplikaci #rans-zeatinu se podaftilo predejit zvétSent
bunék a zachovat schopnost bunék rozkladat peroxid vodiku ¢i vyrovnat se
s oxidativnim stresem (Rattan a Sodagam, 2005). Také bylo naznaceno, ze ptidavek
trans-zeatinu muze hrat roli v protekci fibroblasta inhibici UVB-indukované exprese
matrixovych metaloproteinas (Yang et al., 2009). Dalsim CK s potencialnim vyuzitim
v kosmetickych pfipravcich je para-topolin, jehoz 0,1% piidavek byl hodnocen
v klinické studii autorti Garcia et al. (2018). Vysledkem studie bylo zlepSeni hydratace
kiZe, snizeni zarudnuti a omezeni Cetnosti 1ézi akné u testovanych subjekti. Zaroven

doslo také ke sniZeni vyskytu vrasek a hrubosti kiize v oblasti obliceje.
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3.1

Material a metody

Chemikalie

4-dimethylaminopyridin (DMAP; Acros Organics),
4-hydroxybenzylamin (Sigma-Aldrich),

6-chlorpurin (OlChemIm, s.r.0.),

acetanhydrid (HoneyWell Fluka),

aceton (VWR Chemicals),

benzylbromid (VWR Chemicals),

chlorid amonny (Penta, s.r.0.)

chlorid sodny (Lach-ner, s.r.0.)

chloroform (VWR Chemicals),

chloroform-d (VWR Chemicals),

destilovana voda (Katedra chemické biologie, PfF UPOL),
dichlormethan (DCM; VWR Chemicals),

diethylether (Lach-Ner, s.r.0.)

dimethylformamid (DMF; Penta, s.r.0.),
dimethylsulfoxid-ds (DMSO; VWR Chemicals),

dioxan (Lach-Ner, s.r.0.),

ethanol (Lach-Ner, s.r.0.),

ethylacetat (VWR Chemicals),

hydrogenuhlicitan sodny (Lach-Ner, s.r.0.),

imidazol (Sigma-Aldrich),

kyselina chlorovodikova v ethanolu (1,25M roztok, Sigma-Aldrich),
kyselina chlorovodikova v dioxanu (4M roztok; Sigma-Aldrich),
kyselina citronova (Lach-Ner, s.r.0.),

kyselina ferulova (Sigma-Aldrich),

kyselina m-kumarovéa (Sigma-Aldrich),

kyselina octova (Penta, s.r.0.)

kyselina p-toluensulfonova (Sigma-Aldrich),

kyselina rozmarynova (Sigma-Aldrich),

methanol (VWR Chemicals),
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— methoxymethyl chlorid (MOM-CI; Sigma-Aldrich),

— N,N-dicyklohexylkarbodiimid (DCC; HoneyWell Fluka),

— N,N-diisopropylethylamin (DIPEA; Sigma-Aldrich),

— n-propanol (Lach-Ner, s.r.0.)

— petrolether (VWR Chemicals),

— pyridin (Lach-Ner, s.r.0.),

— siran hotecnaty (Lach-Ner, s.r.0.),

— siran sodny (Lach-Ner, s.r.0.),

— toluen (Lach-Ner, s.r.0.),

— terc-butyldimethylsilyl chlorid (TBDMSCI; Sigma-Aldrich),
— tetrahydrofuran (THF; Acros Organics),

— tetra-n-butylamonium fluorid (TBAF; 1M roztok; Sigma-Aldrich),

— uhlicitan draselny (Lach-Ner, s.r.0.).

3.2  Pristroje a metody

— analytické vahy Pioneer PX224 (OHAUY),

— magneticka michacka MR Hei-Tec 135mm (Heidolph),
— rotacni vakuova odparka Hei-VAP (Heidolph),

— susarna Memmert UF 55 (Memmert GmbH.),

— ultrazvukova lazen Elmasonic S100 (Elma),

— TLC desticky Silica F254 (VWR Chemicals).

Ke stanoveni bodu tani pfipravenych latek byl pouzit pfistroj Biichi Melting Point B-
540 (BUCHI Labortechnik AG). Samotné stanoveni probihalo ve sklen&né kapilare,
jako pocatecni teplota bylo nastaveno 40 °C a jako maximalni teplota bylo nastaveno
400 °C. Teplotni gradient byl nastaven na 5 °C/min. Méfeni bylo provedeno
ve spolupraci s Ing. Janou Kocifovou.

Stanoveni Cistoty a molekulové hmotnosti pfipravenych latek probihalo
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s detekci v UV/VIS (HPLC-
UV/VIS; ACQUITY UPLC H-class System; Waters) v zapojeni shmotnostni
spektrometrii (MS; Qda; Waters). Vzorky byly rozpustény v methanolu a separovany
na kolon¢ Symetry C18 (délka 150 mm; pramér 2,1 mm; poérovitost 5 pm) v gradientu

methanolu a 15mM mravencanu amonného (0-90 %; 45 min). Absorbance analytt
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byla detekovana pti vinovych délkadch 210-400 nm. Nasledne byl eluat pouzit pro
stanoveni molekulové hmotnosti a byl veden do iontového zdroje, kde byly molekuly
ionizovany pomoci ionizace elektrosprejem v kladném i zaporném modu (ESI™ a EST
). Ionty byly analyzovany v kvadrupolovém analyzatoru. Mefeni probihalo ve
FULLSCAN modu, rozsah m/z byl 50-1000. U latek precisténych pomoci preparativni
HPLC byla purifikace provedena na chromatografu Agilent 1290 Infinity II (Agilent
Technologies) s hmotnostnim detektorem Agilent Infinity Lab LC/MAD (Agilent
Technologies). Vzorky urcené k purifikaci byly rozpustény v methanolu a vedeny
na kolonu Agilent 5Prep-C18 (délka 50 mm; primér 21,2 mm; porovitost 5 um), kde
byly separovany v gradientu vody a methanolu (10-90 %). Spektra HRMS (high-
resolution mass spectrometry) byla ziskana méfenim na hmotnostnim spektrometru
Agilent 6230 Time-of-Flight (Agilent Technologies). Molekuly byly ionizovany
elektrosprejem v kladném modu v ionizatoru Dual AJS ESI. Méfeni bylo provedeno
ve FULLSCAN modu v rozsahu m/z odpovidajicimu 100-1700. V§echna HPLC-MS
a HRMS meéfeni, preparativni HPLC purifikace latek byla provedena Mgr. Hanou
Omaéamikovou.

Pro zméfeni spekter nuklearni magnetické rezonance (NMR) byl pouzit NMR
spektrometr JEOL 500-ECA. Pouzité frekvence odpovidaly 500 MHz pro 'H
a 126 MHz pro *C. Zakladni principy interpretace NMR spekter byly konzultovany
s Mgr. Vaclavem Mikem, Ph.D. a samotna spektra byla poté vyhodnocena

ve spolupraci s Be. Vitem Guiglielmo MiSurcem.

3.3 Syntéza

V nasledujicich kapitolach jsou uvedeny reakcni postupy spolu s reakénimi schématy
(Obrazek 7 — Obrazek 24) experimentd provedenych vramci praktické cCasti
diplomové prace. Cilem reakci popsanych v nasledujicich kapitolach bylo pfipravit
konjugaty HCA kyselin s para-topolinem. Prvnim krokem bylo ochranéni volnych
hydroxylovych skupin na molekulach kyselin, aby nasledna konjugace probéhla mezi
karboxylovou funkéni skupinou kyseliny a hydroxylovou skupinou para-topolinu.
Druhym krokem byla samotnd konjugacni reakce ochranéné kyseliny s derivatem
para-topolinu, ktery byl v pozici N9- chranén pomoci THP skupiny. Poslednim
krokem pak byla deprotekce chranicich skupin na pfipravenych konjugatech. Syntéza
molekul popsana nize byla provedena ve spolupraci s RNDr. Markem Zatloukalem,

Ph.D.
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3.3.1 Pokus o pripravu kyseliny (R,E)-3-(2,2-dimethylbenzo|[d][1,3]dioxol-5-yl)-
2-((3-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)akryloyl)oxy)propanové (latka 1)

90 °C ><

> i
\% aceton, pTSA = o)
P o OH

Obrazek 7 Reakcni schéma pripravy (R, E)-3-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3 [dioxol-5-yI)-2-((3-(2, 2-
dimethylbenzo[d][ 1,3 [dioxol-5-yl)akryloyl) oxy)propanové

Do varné bariky bylo predlozeno 100 mg kyseliny rozmarynové (1 eq), které bylo
rozpusténo ve 160 ml acetonu (nutno pouzit velky nadbytek rozpoustédla pro jeho
adekvatni kondenzaci pfes molekulové sito v Soxhletové extraktoru). Do reakcni
smeési byla pfidana v katalytickém mnozstvi kyselina p-toluensulfonova (2,6 mg;
0,05 eq). Byla sestavena reak¢ni aparatura skladajici se ze Soxhletova extraktoru
s patronou naplnénou molekulovym sitem a chladiCe. Takto sestavena reakcni
aparatura byla inertizovana dusikem a varna barika byla umisténa na olejovou lazen
o teploté 90 °C, kde byla reak¢ni smés za michani (600 RPM) ponechana po dobu
24 hodin. Prubéh reakce byl sledovan pomoci TLC (mobilni faze byla slozena
z ethylacetatu, ethanolu a kyseliny octové v poméru 4:1:0,5). Reakéni smés byla
zpracovana extrakci destilovanou vodou (3 x 30 ml), organicka faze byla vysuSena
pomoci NaxSOy, zfiltrovana pies fritu a filtrat byl zahustén na rota¢ni vakuové odparce
(RVO) pii 40 °C, 10 mbar a 150 RPM. Odparenim byl ziskan tmaveé hnédy olejovity
produkt.

Uvedeny reak¢ni postup byl také modifikovan pro syntézu pouze za laboratorni
teploty bez vyuziti Soxhletova extraktoru a chladice. Mnozstvi kyseliny rozmarynové
bylo totozné (100 mg; 1 eq), bylo v§ak navySeno mnozstvi kyseliny p-toluensulfonové
(5 mg; 0,095 eq) a bylo upraveno mnozstvi acetonu na 10 ml. Reakéni smés byla
inertizovana dusikem a byla ponechana po dobu 24 hodin za stalého michani.

Nasledné bylo postupovano stejné jako v predchozim pripadé.

30



Latka 1 nebyla ve zpracované reakcni smési detekovana pomoci HPLC-MS analyz ani

jednim z uvedenych reak¢nich postupt.

3.3.2 Pokus o pripravu kyseliny (R,E)-3-(3,4-bis(benzyloxy)fenyl)-2-((3-(3,4-
bis(benzyloxy)fenyl)akryloyl)oxy)propanové (latka 2)

HO
o
Br
HO A~ © OH
o) OH
.
OH

lab. t. DMF
K,CO4

(5

Obrazek 8 Reakcni schéma pripravy kyseliny (R,E)-3-(3,4-bis(benzyloxy)fenyl)-2-((3-(3,4-

A
©/\o

bis(benzyloxy)fenyl)akryloyl)oxy) propanové

Ve varné barice byla rozpusténa kyselina rozmarynova (300 mg; 1eq) a KxCOs
(690,4 mg; 6 eq) ve 1,66 ml DMF. Reak¢ni smés byla inertizovana dusikem a michana
(600 RPM) a po 1 hodiné byl pfidavan po kapkach benzylbromid (495 pul; 5 eq)
za externiho chlazeni ledovou tfisti. Poté byla reakéni smés temperovana
na laboratorni teplotu a michana po dobu 24 hodin. Pribéh reakce byl kontrolovan
pomoci TLC (mobilni faze ethylacetat — petrolether — kyselina octova; 3:1:0,5).
Reak¢ni smés byla zpracovana vytiepem ve smési destilované vody a toluenu
v poméru 1:1 (2 x 10 ml). Organicka faze byla tfepana se solankou (2 x 10 ml) a dale
byla vysuSena pomoci NaxSOs4, nasledné byla zfiltrovana pres fritu a zahuSténa
na RVO (40 °C, 10 mbar, 150 RPM). Odparek byl rekrystalizovan v petroletheru, kdy
byl k odparku umisténého v olejové lazni ohfivané na 70 °C postupné piidavan
petrolether do rozpusténi produktu po malych davkach (250 pl) v pribéhu piiblizné

30 minut. Varna barka byla poté zchlazena na laboratorni teplotu a byla ponechana
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v lednici (4 °C) do druhého dne k rekrystalizaci. Nasledné byla smés odpafena
do suchana RVO (40 °C, 10 mbar, 150 RPM) a bylo k ni pfidano 10 ml diethyletheru,
smés byla promichana a odpafena na RVO. Pridavek diethyletheru a nasledné
zahusténi na RVO bylo provedeno celkem 3x. Odpafenim byl ziskan zlutohnédy
olejovity produkt.

Latka 2 nebyla ve zpracované reakcni smési detekovana pomoci HPLC-MS

analyz ani po modifikaci reakcnich postupt.

3.3.3 Priprava kyseliny (R, E)-3-(3,4-bis(methoxymethoxy)fenyl)-2-((3-(3,4-
bis(methoxymethoxy)fenyl)akryloyl)oxy)propanové (latka 3)

HO
0
HO O OH
o) OH
OH

DCM
lab. t J DIPEA

/O\./o o)
~0" 0 = o) OH
o OO«

Obrazek 9 Reakcni schéma pripravy kyseliny (R.E)-3-(3,4-bis(methoxymethoxy)fenyl)-2-((3-(3,4-
bis(methoxymethoxy)fenyl)akryloyl)oxy) propanové

Kyselina rozmarynova (200 mg; 1 eq) byla navazena do varné bariky a byla rozpusténa
v 5 ml DCM. Reaké¢ni smés byla inertizovana dusikem a za externiho chlazeni ledovou
tfisti byla pfidavana DIPEA (580 pl; 6 eq) a nasledné byl pfidan MOM-CI (255 pl;
6 eq) ve 3 ml DCM. Reak¢ni smés byla temperovana na laboratorni teplotu a prubéh
reakce byl po 1 hodiné zkontrolovan na TLC (mobilni faze hexan — ethylacetat; 7:3).
Na TLC byla stale detekovana pfitomnost vychozi latky, bylo tedy pfidano 85 ul
MOM-CIl v 1 ml DCM a reak¢ni smes byla ponechana za michani do druhého dne pti

laboratorni teploté. Reak¢ni smés byla zpracovana vytfepem s nasycenym roztokem
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NH4Cl (3 x 5ml) a organickad faze byla oddélena a uschovana. Vodna faze byla
nasledné extrahovana etherem (3 x 10 ml). Spojené organické faze byly vysuseny
pridavkem Na»>SOy4, néasledné byly zfiltrovany ptes fritu a filtrat byl zahustén na RVO
(40 °C, 10 mbar, 150 RPM). Odpatenim byl ziskan hnédy olejovity produkt.

Latka 3 (CaH32012; Mr = 536,56) byla ve zpracované reakcni smesi
detekovana pomoci HPLC-MS analyz, procentudlni zastoupeni latky 3 v odparku
odpovidalo 14,2 % (Rt = 21,72), latka vSak nebyla dale purifikovana. Ocekéavany
vytézek odvozeny z naméfené HPLC-MS Cdistoty a hmotnosti odparku zpracované
reakCni smeési vztazeny k vypoctenému teoretickému vytézku odpovidal 8 %, tato

hodnota vSak nezahrnuje ztraty, které by pfipadna purifikace pfinesla.

3.3.4 Priprava kyseliny E-3-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)fenyl)akrylové
(latka 4)

| o) | 0

DCM, DIPEA
0] ’ o) AN
U\)LOH n C|—\ D/VLLOH
HO 0— lab. t. ~o0 o

Obrazek 10 Reakcni schéma pripravy kyseliny E-3-(3-methoxy-4-(methoxymethoxy)fenyl)akrylové

Kyselina ferulova (100 mg; 1 eq) byla navazena do varné bariky a rozpusténa ve 2 ml
DCM. Analogicky dle vyse uvedeného reakéniho postupu (kapitola 3.3.3) byla dale
ptidana DIPEA (179 pl; 2 eq) a MOM-CI (59 pl) ve 3 ml DCM a po 1 hodiné bylo
ptidano 20 ul MOM-CI1 v 1 ml DCM a reak¢ni smés byla ponechana do druhého dne
za michani pii laboratorni teploté. Reakéni smés byla dale zpracovana totozné jako
v predchozim piipadé. Odpatenim byl ziskan nazloutly olejovity produkt.

Latka 4 (C12H140s; M;=238,24) byla ve zpracované reakcni smési detekovana
pomoci HPLC-MS analyz, procentualni zastoupeni latky 4 v odparku odpovidalo
29,7% (Rt = 16,79), latka vsak nebyla dale purifikovana. Ocekavany vytézek
odpovidal 22 %.
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3.3.5 Priprava kyseliny E-3-(3-(methoxymethoxy)fenyl)akrylové (latka 5)

(0] O
« DCM. DIPEA “
o— lab. (.
OH rO
e

Obrazek 11 Reakcni schéma pripravy kyseliny E-3-(3-(methoxymethoxy)fenyl) akrylové

Kyselina m-kumarova (100 mg; 1 eq) byla navazena do varné baiiky a byla rozpusténa
ve 2 ml DCM. Analogicky dle vyse uvedeného reakéniho postupu (kapitoly 3.3.3
a 3.3.4) byla dale ptidana DIPEA (212 ul; 2 eq) a MOM-CI (69 wl) ve 3 ml DCM
apo 1 hodiné bylo pfidano 23 pl MOM-CI v 1 ml DCM a reakéni smés byla
ponechana do druhého dne za michani pfi laboratorni teploté. Reak¢ni smés byla dale
zpracovana totozné jako v predchozim pfipadé. Odpafenim byl ziskan zlutohnédy
olejovity produkt.

Latka § (C11H1204; M;=208,21) byla ve zpracované reakcni smési detekovana
pomoci HPLC-MS analyz, procentualni zastoupeni latky S v odparku odpovidalo
48.2% (Rt = 17,24), latka vsak nebyla dale purifikovana. Ocekavany vytézek
odpovidal 25 %.
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3.3.6 Priprava kyseliny (R,E)-3-(3,4-diacetoxyfenyl)-2-((3-(3,4-
diacetoxyfenyl)akryloyl)oxy)propanové (latka 6)

HO
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Obrazek 12 Reakcni schéma pripravy kyseliny (R,E)-3-(3,4-diacetoxyfenyl)-2-((3-(3,4-
diacetoxyfenyl) akryloyl)oxy)propanové

Do varné baiky bylo navazeno 250 mg kyseliny rozmarynové (1 eq), ktera byla
nasledné rozpusténa v pyridinu (670 ul; 15 eq) a reakéni smés byla inertizovana
dusikem. Reakéni smés byla za michani chlazena na ledové lazni a byl pfikapavan
acetanhydrid (525 ul; 10 eq). Prabéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC (mobilni
faze chloroform — methanol 19:1). Poté byla reakcni smés temperovana na laboratorni
teplotu a ponechana za michani do druhého dne, kdy byla zpracovana ptidavkem smési
ethylacetatu a destilované vody v poméru 1:1 (5 ml). Organicka faze byla separovana
a dale tfepana se solankou a nasledné vysusena pomoci Na>SOs. Vysusena organicka
faze byla zfiltrovana pres fritu a filtrat byl zahu§tén na RVO (40 °C, 10 mbar,
150 RPM). Odpatenim byl ziskan nahnédly krystalicky produkt.

Latka 6 (CasH24012; M; = 52846) byla ve zpracované reakCni smesi
detekovana pomoci HPLC-MS analyz, procentudlni zastoupeni latky 6 v odparku
odpovidalo 88,3 % (Rt = 18,00), latka vSak nebyla dale purifikovana. Ocekéavany
vytezek odpovidal 27 %.
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3.3.7 Priprava kyseliny E-3-(4-acetoxy-3-methoxyfenyl)akrylové (litka 7)

| i |
pyridin
O N 0] O (@] N
OH + - CH
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HO lab. t. 0

Obrazek 13 Reakcni schéma pripravy kyseliny E-3-(4-acetoxy-3-methoxyfenyl)akrylové

Kyselina ferulova (250 mg; 1 eq) byla navazena do varné bariky, rozpusténa v 1,55 ml
pyridinu (15 eq) a reakéni smés byla inertizovana dusikem. Dale bylo (analogicky dle
kapitoly 3.3.6) pokra¢ovano pridavkem 10 eq acetanhydridu (1,22 ml) za michani
a chlazeni na ledové lazni. Reak¢ni smés byla temperovana na laboratorni teplotu
a ponechana za michéani do druhého dne. Zpracovani reakéni smési bylo totozné jako
v predchozi kapitole (postup I). Odparenim byl ziskan nazloutly krystalicky produkt.
Pro zpracovani reakcnich smési acetylovanych kyselin ferulové a m-kumarové

(kapitola 3.3.8) byl také navrzen alternativni postup II.

V ptipadé postupu II bylo zvoleno odli§né zpracovani reak¢ni smési. Reakcni
smes byla po 24 hodinach zahusténa na RVO a nésledné bylo k malému mnozstvi
zahusténé reakcni smési piidano 20 ml destilované vody. Takto pfipravena smés byla
ponechana za michéani pfi laboratorni teploté po dobu 30 minut pro pievedeni
prebytecného acetanhydridu na kyselinu octovou. Smés byla kazdych 10 minut
prenesena do ultrazvukové 1azné, kde byla kratce ponechana. Po 30 minutach byla
smés na RVO (40 °C, 10 mbar, 150 RPM) odparena do sucha. K odparku bylo pfidano
20 ml diethyletheru a smés byla ponechana za michani na ledové lazni po dobu
1 hodiny. Vzniklé bilé krystaly byly zfiltrovany ptes fritu a byly ponechéany k suSeni
pii 50 °C po dobu 8 hodin.

Latka 7 (C12H120s; M = 236,22) byla ziskana jako bila pevna latka. Vytézek
reakci odpovidal 77 % pro postup I a 88 % pro postup II. Bod tani latky 7 byl stanoven
na 193-194 °C. HPLC-MS: &istota = 99+ %; Rt = 15,92 min; ESI" [M-H]" 235,15
(100 %), 235,89 (12,3 %).
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'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 12.43 (s, 1H), 7.57 (d, J=16.0 Hz, 1H), 7.48
(s, 1H), 7.26 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 6.59 (d, J = 16.0 Hz, 1H),
3.82 (s, 3H), 2.26 (s, 3H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 168.47, 167.67, 151.18, 143.41, 140.82,
133.30, 123.24, 121.42, 119.56, 111.83, 56.01, 20.45.

3.3.8 Priprava kyseliny E-3-(3-acetoxyfenyl)akrylové (litka 8)

L O
0 0 pyridin -
=
OH + _— OH
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Obrazek 14 Reakcni schéma pripravy kyseliny E-3-(3-acetoxyfenyl)akrylové

Kyselina m-kumarova (250 mg; 1 eq) byla navazena do varné baiky a rozpusténa
v 1,84 ml pyridinu (15 eq). Za michani a chlazeni na ledové lazni bylo pfidano 1,43 ml
(10 eq) acetanhydridu. Reak¢éni smés byla temperovana na laboratorni teplotu a byla
ponechana za michéni do druhého dne. Nasledujici kroky pro zpracovani reak¢ni smeési
jsou popsany v piedchozich kapitolach (postup I —3.3.6; postup II1-3.3.7). V piipade
postupu I byl odparenim ziskan nazloutly olejovity produkt. V ptipadé postupu II byl
krystalizaci v diethyletheru a naslednou filtraci ziskan syté zluty krystalicky produkt,
ktery byl ponechan k suseni pti 50 °C po dobu 8 hodin.

Latka 8 (C11H1004; M;=2006,19) byla ve zpracované reakcni smési detekovana
pomoci HPLC-MS analyz, procentualni zastoupeni latky 8 v odparku odpovidalo
87,4 % pro postup I a 83,2 % pro postup II (Rt = 13,69), latka vSak nebyla déle
purifikovana. Ocekavany vytézek odpovidal 75 % pro postup I a 58 % pro postup II.
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3.3.9 Pokus 0 pripravu kyseliny (R,E)-3-(3,4-bis((terc-
butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)-2-((3-(3,4-bis((ferc-
butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akryloyl)oxy)propanové (latka 9)

HO o
HO AN ON- oH
0 OH ¢l

OH e

POSTUP1 POSTUP 11
DMF DMF
imidazol DMAP
lab. t. Et;N

lab. t.
Y

> QVY‘% L

/

Obrdazek 15 Reakcni schéma (R, E)-3-(3,4-bis((terc-butyldimethylsilyl) oxy)fenyl)-2-((3-(3,4-bis((terc-
butyldimethylsilyl) oxy)fenyl) akryloyl) oxy)propanové

Pro ptipravu kyseliny (R, £)-3-(3,4-bis((ferc-butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)-2-((3-(3,4-
bis((zerc-butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akryloyl)oxy)propanové byly pouzity dva
pfistupy — nejprve byl zkouSen prvni postup s imidazolem, jako druhy byl zkouSen
postup vyuzivajici katalytické mnozstvi DMAP a triethylamin. Prabéh reakce byl
kontrolovan pomoci TLC, v obou pfipadech byla pouzita mobilni faze hexan —

ethylacetat — kyselina octova; 7:1:0,5.

Postup I: Do varné baiky byla pfedlozena kyselina rozmarynova (200 mg;
1 eq), imidazol (302,3 mg; 8 eq) a DMF (2 ml). Reak¢ni smés byla inertizovana

dusikem, chlazena externé ledovou tfisti a za stalého michani byl béhem 30 minut
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pfidan po malych mnozstvich TBDMSCI. Nasledné byla reakéni smés temperovana
na laboratorni teplotu a byla ponechéna za michéani po dobu 24 hodin. Surovéa reakcni
smes byla zpracovana vytfepem s nasycenym roztokem NaHCOs3, organicka faze byla
oddélena a uschovana, vodna faze byla extrahovana diethyletherem. Spojené
organické faze byly vysuSeny pomoci Na>SOq, zfiltrovany pies fritu a zahuStény na
RVO (30 °C, 10 mbar, 150 RPM). Odpatenim byl ziskan hnédy olejovity produkt.

Postup II: Bylo navazeno 500 mg kyseliny rozmarynové (1 eq) spolu
$ 920,27 mg TBDMSCI (4,4 eq) a 20,34 mg DMAP (0,12 eq). Navazené latky byly
predlozeny do varné baiky, bylo pfidano 5 ml DMF, reakcni smeés byla inertizovana
dusikem a michana. Za laboratorni teploty bylo po kapkach ptfidano 1,45 ml
triethylaminu (7,5 eq). Reakce byla michéana za laboratorni teploty po dobu 24 hodin.
Nasledné byla reakéni smés zpracovana vytiepem s destilovanou vodou (3 x 5 ml)
a solankou (3 x 5 ml). Organicka faze byla oddélena a uschovana, vodna faze byla
extrahovana ethylacetatem. Spojené organické faze byly vysuSeny pomoci Na»SOs,
zfiltrovany pres fritu a filtrat byl zahustén na RVO (30 °C, 10 mbar, 150 RPM).
Odparenim byl ziskan tmavé hnédy olejovity produkt.

Latka 9 nebyla ve zpracované reakcni smési detekovana pomoci HPLC-MS

analyz ani jednim z uvedenych reak¢nich postupa.

3.3.10 Priprava kyseliny E-3-(4-((terc-butyldimethylsilyl)oxy)-3-
methoxyfenyl)akrylové (latka 10)

POSTUP I

DMF
imidazol

0 lab. t. o

POSTUP I
—Si
DMF / j<
DMAP
EGN
lab. t.

Obrazek 16 Reakcni schéma pripravy E-3-(4-((terc-butyldimethylsilyl) oxy)-3-methoxyfenyl) akrylové

39



V obou provedenych experimentech bylo postupovano analogicky jako v pfedchozim

ptipadé (kapitola 3.3.9), pouze byl nasledovné upraven pomér reaktantu:

— postup I: bylo navazeno 200 mg kyseliny ferulové (1 eq), 140,20 mg
imidazolu (2 eq) a reaktanty byly za michani rozpustény v 2,1 ml DMF —
nasledné bylo za externiho chlazeni ledovou lazni piidano dle postupu
uvedeného vySe po malych mnozstvi 186,27 mg TBDMSCI (1,2 eq),

— postup II: bylo navazeno 500 mg kyseliny ferulové (1 eq), 426,8 mg
TBDMSCI (1,1 eq), 9,43 mg DMAP (0,03 eq) a reaktanty byly za michéni
rozpus§tény v 5 ml DMF — néasledné¢ bylo dle postupu uvedeného vyse
pridavano po kapkach 0,9 ml triethylaminu (2,5 eq).

Odpatenim byl v pfipadé postupu I ziskan velmi svétle nazloutly olejovity produkt.
V piipadé€ postupu II byl odpatenim ziskan zluty olejovity produkt.

Latka 10 (Ci6H2404Si; M; = 308,44) byla ve zpracované reakCni smési
detekovana pomoci HPLC-MS analyz pouze pii pouziti postupu II, procentudlni
zastoupeni latky 10 v odparku odpovidalo 27,7 % (Rt = 27,93), latka vSak nebyla dale
purifikovana. Ocekavany vytezek odpovidal 1 %.

3.3.11 Priprava kyseliny E-3-(3-((ferc-butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akrylové
(latka 11)

POSTUP I

DMF
imidazol

0 lab.t. 0

POSTUP II /J<
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DMF 7\

DMAP
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Obrazek 17 Reakcni schéma pripravy E-3-(3-((terc-butyldimethylsilyl)oxy) fenyl)akrylové
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Pii pripravé kyseliny FE-3-(3-((ferc-butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akrylové bylo
postupovano analogicky jako v kapitole 3.3.9 sdodrzenymi poméry reaktant(l
odpovidajicimi kapitole 3.3.10, tedy:

- postup I bylo navazeno 200 mg kyseliny m-kumarové (1 eq), 168,88 mg
imidazolu (2 eq), které byly rozpustény v 2,5 ml DMF — nésledné bylo
za externiho chlazeni ledovou lazni ptfidano 150,72 mg TBDMSCI (1,2 eq),

— postup II: bylo navazeno 200 mg kyseliny m-kumarové (1 eq), 202 mg
TBDMSCI (1,1 eq) a 4,4 mg DMAP (0,03 eq), které byly rozpustény v 2 ml
DMF — nasledné bylo po kapkach ptidavano 0,43 ml triethylaminu (2,5 eq).
Prvni reakéni postup byl také modifikovan pouzitim 3 eq imidazolu (248,8 mg) pii
opakovani experimentu. Odpafenim byl v pfipadé postupu I ziskan zlutohnédy
olejovity produkt. V ptipadé postupu II byly odparenim ziskany svétle zluté krystalky
obklopené syt€¢ zlutym olejem - tento produkt byl precis§tén sloupcovou
chromatografii. Stacionarni fazi tvoril silikagel, na ktery byl nanesen ziskany produkt
rozpustény v chloroformu. Samotna separace probihala v gradientu chloroformu

a methanolu (100:0, 99:1, 49:1, 32:1, 24:1, 19:1, 16:1, 13:1, 12:1, 11:1, 10:1, 9:1).

Jednotlivé frakce byly sledovany pomoci TLC (mobilni faze chloroform — methanol;

9:1) proti surovému produktu, skvrny byly detekovany pod UV zafenim a frakce

odpovidajici produktu byly sbirany a odpateny na RVO (30 °C, 10 mbar, 150 RPM).
Latka 11 (C1sH2203S1; M = 278,42) byla ziskana jako nazloutla pevna latka.

Vytézek reakci odpovidal 63 a 68 % pro postup II. V pfipadé postupu I nebyla

zpracovana reakéni smeés purifikovana kvuli nizkému o¢ekavanému vytézku (7 %).

Bod tani latky 11 byl stanoven na 111-114 °C. HPLC-MS: Ccistota = 96,2 %

(purifikovano sloupcovou chromatografii); Rt = 27,36 min; ESI" [M-H]" 277,19

(100 %), 278,07 (21,3 %), 279,15 (6,7 %).

"H NMR (500 MHz, chloroform-d) § (ppm): 7.74 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 7.26 (t,

J=17,9Hz, 1H), 7.16 (dt, J= 7.7, 1.3 Hz, 1H), 7.02 (t, /= 2.1 Hz, 1H), 6.89 (ddd, J =

8.1,2.5, 1.0 Hz, 1H), 6.41 (d, J= 15,9 Hz, 1H), 1.00 (s, 9H), 0.22 (s, 6H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) & (ppm): 172.36, 156.26, 147.16, 135.58, 130.09,

122.79, 121.83, 119.75, 117.48, 25.78, 18.34, -4.26,
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3.3.12 Priprava 4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenolu (latka 12)
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Obrazek 18 Reakcni schéma pripravy 4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-yl) amino)methyl) fenolu

Do tlakové ampule bylo pfedlozeno 200 mg 6-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-
9H-purin (1 eq) a 105 mg 4-hydroxybenzylaminu (1 eq), které byly rozpustény za
michani ve 3 ml n-propanolu. Reakéni smés byla inertizovana dusikem a byla
zahfivana pfi teploté 100 °C po dobu 24 hodin. Priibéh reakce byl kontrolovan pomoci
TLC (mobilni faze ethylacetat — toluen; 1:1). Reak¢éni smés byla zahusténa na RVO
(40 °C, 10 mbar, 150 RPM) a odparek byl rekrystalizovan v methanolu pii 80 °C —
v prabéhu 30 minut byl postupné pfidavan methanol po 250 ul do rozpusténi odparku.
Reakeni smés byla poté ponechana ke krystalizaci v lednici (4 °C) po dobu 24 hodin.
Vzniklé bilé krystaly byly zfiltrovany pfes fritu a promyty vychlazenym methanolem.
Krystaly byly ponechany k suseni pti 50 °C po dobu 8 hodin.

Latka 12 (Cy17H19NsO2; M; = 325,37) byla ziskana jako bila pevna latka.
Vytézek reakce odpovidal 84 %. Bod tani latky 12 byl stanoven na 186-187 °C. HPLC-
MS: &istota = 96,6 %; Rr= 11,51 min; ESI* [M+H]" 326,16 (100 %); 327,17 (20,6 %);
328,17 (2,4 %); 329,18 (0,1 %).

"H NMR (500 MHz, chloroform-d) & (ppm): 8.43 (s, 1H), 8.05 (s, 1H), 7.07 - 6.91 (m,
2H), 6.66 — 6.65 (d, J= 8.2 Hz, 2H), 6.30 (s, 1H), 5.73 (dd, J=10.7, 2.4 Hz, 1H), 4.68
(s, 2H), 422 — 4.10 (m, 1H), 3.77 (td, J=11.7, 2.7 Hz, 1H), 2.16 — 1.95 (m, 3H), 1.82
— 1.68 (m, 2H), 1.66 (m, 1H).

13C NMR (126 MHz, chloroform-d) § (ppm): 156.10, 154.17, 153.62, 148.29, 137.58,
129.34, 118.84, 115.79, 82.18, 69.02, 44.28, 32.11, 24.96, 22.86.
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3.3.13 Priprava E-4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenyl 3-(3-((ferc-butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akrylatu (latka
13)
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Obrazek 19 Reakcni schéma pripravy E-4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-yl) amino)methyl) fenyl 3-
(3-((terc-butyldimethylsilyl)oxy) fenyl) akryldtu

Ve varné baince byl rozpustén 4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenol (350,7mg; 1 eq) v 17ml DCM. Byly navaZeny ostatni
reaktanty a byly pfidany do reakéni smési v tomto pofadi — kyselina £-3-(3-((zerc-
butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akrylova (300 mg; 1 eq), DCC (222,4 mg; 1 eq) a DMAP
(13,1 mg; 0,1 eq). Reak¢ni smés byla inertizovana a za michani byla ponechana
po dobu 24 h. Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC (mobilni faze chloroform
— methanol; 19:1). Po vylouceni dicyklohexylmocoviny byla reakéni smés zfiltrovana
a filtrat byl zahustén na RVO. Nasledné byl odparek rozpustén ve 20 ml ethylacetatu
a takto pfipravena organicka faze byla extrahovana 2% roztokem NaHCO3 (3 x 10 ml)
a 1% roztokem kyseliny citronové (3 x 10 ml). Organicka faze byla dale vytfepana se
solankou (2 x 10 ml) a byla vysuSena pomoci MgSOs. Po filtraci ptes fritu byl filtrat
zahu§tén na RVO (30 °C, 10 mbar, 150 RPM). Odparfenim byl ziskdn nazloutly
olejovity produkt. Latka byla ptrecisténa pomoci sloupcové chromatografie v gradientu
chloroformu a methanolu. Stacionarni fazi tvoril silikagel, na ktery byl nanesen
ziskany produkt rozpustény v chloroformu. Samotné separace probihala v gradientu
chloroformu a methanolu (100:0, 99:1, 98:1, 97:1, 96:1, 95:1, 94:1, 93:1, 92:1, 90:1,
88:1, 86:1, 84:1, 82:1, 80:1, 78:1, 76:1, 72:1, 68:1, 64:1, 60:1). Jednotlivé frakce byly

sledovany pomoci TLC (mobilni faze chloroform — methanol; 19:1) proti surovému
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produktu, skvrny byly detekovany pod UV zafenim a frakce odpovidajici produktu
byly sbirany a odpafeny na RVO (30 °C, 10 mbar, 150 RPM).

Latka 13 (C32H39Ns504S1; M; = 585,77) byla ziskana jako bila pevna latka. Vytézek
reakce odpovidal 57 %. Bod tani latky 13 byl stanoven na 64 °C. HPLC-MS: Cistota =
98,0 % (purifikovano sloupcovou chromatografii); Rt = 31,36 min; EST" [M+H]"
586,28 (100 %); 587,29 (40,5 %); 588,29 (12,1 %); 589,29 (2,7 %); 590,29 (0,5 %).
"H NMR (500 MHz, chloroform-d) § (ppm): 8.40 (s, 1H), 7.99 (s, 1H), 7.79 (d,
J=15.9 Hz, 1H), 7.44 — 7.43 (m, 2H), 7.26 (t, J= 7.9 Hz, 1H), 7.19 — 7.15 (m, 1H),
7.15 - 7.09 (m, 2H), 7.04 (t, J= 2,1 Hz, 1H), 6.89 (dd, J = 8.1, 2.5 Hz, 1H), 6.56 (d,
J=16.0 Hz, 1H), 6.28 (bs, 1H), 5.71 (dd, J = 10.7, 2.4 Hz, 1H), 4.87 (s, 2H), 4.19 —
4.14 (m, 1H), 3.83 — 3.73 (m, 1H), 2.17 — 1.94 (m, 4H), 1.82 — 1.59 (m, 2H), 0.9 (s,
9H), 0.21 (s, 6H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 165.07, 155.57, 152.65, 149.17, 146.19,
138.94, 135.50, 130.20, 128.24, 122.46, 121.95, 121.62, 119.87, 117.59, 80.87, 67.70,
4239, 30.05, 25.59, 24.57, 22.53, 18.01, -4.56.

3.3.14 Priprava E-4-(((7H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl-3-(3-((terc-
butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akrylatu (latka 14)
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Obrazek 20 Reakcni schéma pripravy E-4-(((7H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl 3-(3-((terc-
butyldimethylsilyl) oxy)fenyl)akryldtu

Do varné banky bylo pfedlozeno 50 mg (1 eq) £-4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-
9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl-3-(3-((ferc-butyldimethylsilyl Joxy)fenyl)akrylatu.
Déle bylo pfidano 1,7 ml dioxanu a takto pfipravena reak¢ni smés byla chlazena
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externé studenou vodou o teploté =~ 10 °C. Reak¢ni smés byla inertizovana dusikem
a za stalého michani a chlazeni bylo pfikapano 340 ul 4M kyseliny chlorovodikové
v dioxanu. Takto prfipravena reakéni smés byla za michani ponechana 3 hodiny.
Prubéh reakce byl sledovan na TLC (mobilni fazi slozené z chloroformu, methanolu
a hydroxidu amonného v poméru 19:1:0,05. Reak¢ni smés byla zahusténa na RVO
(30 °C, 10 mbar, 150 RPM) a k odparku bylo pfidano 6 ml diethyletheru, kterymi byl
odparek za michani rozpustén a poté byl ponechan ke krystalizaci v lednici (4 °C)
po dobu 24 hodin. Z divodu neuspésné filtrace (priliS mala velikost vznikajicich
krystala) byl filtrat obsahujici jemné krystaly kvantitativné pfenesen do bariky, jejiz
obsah byl znovu zahustén na RVO (30 °C, 10 mbar, 150 RPM). Odparek byl
za michani rozpustén v 5 ml acetonu a po jeho dokonalém rozpusténi byl ponechan ke
krystalizaci v lednici (4 °C) po dobu 24 hodin. Vzniklé bilé krystaly produktu byly
zfiltrovany a byly dale ponechany k suseni pii 50 °C po dobu 8 hodin.

Latka 14 (C27H31N503S1; M; = 501,65) byla ve zpracované reakcni smeési
detekovana pomoci HPLC-MS analyz, procentudlni zastoupeni latky 14 v odparku
odpovidalo 94,1 % (Rt = 29,30), latka vSak nebyla dale purifikovana. Ocekéavany
vytézek odpovidal 92 %.

3.3.15 Priprava E-4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenyl 3-(3-hydroxyfenyl)akrylatu (latka 15)
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Obrazek 21 Reakcni schéma pripravy E-4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-yl) amino)methyl) fenyl 3-
(3-hydroxyfenyl)akryldtu
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Do varné bariky bylo navazeno 100 mg (1 eq) E-4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-
9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl-3-(3-((ferc-butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akrylatu,
ktery byl rozpustén v 6 ml THF. Reak¢ni smé&s byla inertizovana dusikem a byla
externé chlazena ledovou tfisti. Po vychlazeni reak¢éni smési byl piikapan TBAF
a nasledné byla reak¢ni smés temperovana na laboratorni teplotu. Pribéh reakce byl
kontrolovan na TLC s mobilni fazi chloroform — methanol; 19:1. K reakéni smési bylo
pfidano 6 ml DCM a reak¢ni smés byla zpracovana vytfepem s destilovanou vodou
(4 x 5 ml) a solankou (3 x 5 ml). Organicka faze byla vysuSena pomoci Na;SOys, dale
byla filtrovana pres fritu a filtrat byl zahustén na RVO (30 °C, 10 mbar, 150 RPM).
Odparenim byl ziskan mléény krystalicky produkt obklopeny nazloutlym olejem.

Latka 15 (CasH2sNsO4; M; = 471,51) byla ve zpracované reakcni smeési
detekovana pomoci HPLC-MS analyz, procentudlni zastoupeni latky 14 v odparku
odpovidalo 67,8 % (Rr = 22,80), latka vSak nebyla dale purifikovana. Ocekavany
vytézek odpovidal 52 %.

3.3.16 Priprava E-4-(((9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl 3-(3-
hydroxyfenyl)akrylatu (latka 16)

0
1,25M HCl v EtOH R
MeOH
OH
lab. t.
HN
N~ ™
'\ L
N

H

Obrdazek 22 Reakcni schéma pripravy E-4-(((9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl 3-(3-hydroxyfenyl)akrylatu

Do varné baiiky bylo navazeno 50 mg £-4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-
6-yl)amino)methyl)fenyl-3-(3-((zerc-butyldimethylsilyl)oxy)fenyl)akrylatu. Ten byl
nasledné rozpustén v 2,5 ml methanolu, reakéni smés byla inertizovana a externé
chlazena ledovou tfisti. Po vychlazeni reakéni smési bylo po kapkach ptidavano
1,25ml 1,25M kyseliny chlorovodikové v ethanolu. Poté byla reakéni smés

temperovana na laboratorni teplotu a byla ponechana za michani po dobu 24 hodin.
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Prubéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC (mobilni faze chlorform — methanol,
19:1). Poté byla reakéni smes zahusténa na RVO (40 °C, 10 mbar, 150 RPM)
a nasledné bylo pridano 5 ml destilované vody. Reak¢ni smés byla pomoci NH4OH
alkalizovana pfiblizné na pH = 10-11 a po alkalizaci byla barika s reakéni smési
ponechana po dobu 10 minut v ultrazvukové lazni. Nasledné byla reakéni smés
ponechana ke krystalizaci v lednici (4 °C), odkud byla po 30 minutach vytazena
a vzniklé nahnédlé krystaly byly zfiltrovany ptes fritu. Nasledné byly suSeny pii 50 °C
po dobu 8 hodin.

Latka 16 (C27H17NsO3; M; = 387,39) byla ve zpracované reakcni smeési
detekovana pomoci HPLC-MS analyz, procentudlni zastoupeni latky 16 v odparku
odpovidalo 20,7 % (Rt = 19,77), latka vSak nebyla dale purifikovana. Ocekéavany
vytézek odpovidal 11 %

3.3.17 Priprava E-4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenyl 3-(4-acetoxy-3-methoxyfenyl)akrylatu (latka 17)

OH <'3
"0
DCC, DMAP
0

| 0 DCM + dioxan (4:1)
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Obrazek 23 Reakcni schéma pripravy E-4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-yl) amino)methyl) fenyl 3-
(4-acetoxy-3-methoxyfenyl) akrylatu

Ve varné baince byl rozpustén 4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenol (551,3 mg; 1 eq) v40ml DCM a 10ml dioxanu. Byly
navazeny ostatni reaktanty a byly pfidany do reak¢ni smési — kyselina £-3-(4-acetoxy-
3-methoxyfenyl)akrylova (400 mg; 1 eq), DCC (349,5 mg; 1 eq) a DMAP (20,7 mg;
0,1 eq). Dale bylo postupovano analogicky jako v kapitole 3.3.13. Odparenim byl
ziskan nazloutly olejovity produkt, ktery byl dale precistén pomoci sloupcové

chromatografie. Stacionarni fazi tvofil silikagel, na ktery byl nanesen ziskany produkt
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rozpustény v chloroformu. Samotna separace probihala v gradientu chloroformu
a methanolu (100:0, 99:1, 98:1, 96:1, 92:1, 88:1, 84:1, 80:1, 76:1, 72:1, 70:1, 68:1,
66:1, 62:1, 56:1, 50:1, 45:1, 40:1). Jednotlivé frakce byly sledovany pomoci TLC
(mobilni faze chloroform — methanol; 19:1) proti surovému produktu, skvrny byly
detekovany pod UV zafenim a frakce odpovidajici produktu byly sbirany a odpateny
na RVO (40 °C, 10 mbar, 150 RPM). Takto byl ziskan mléc¢ny krystalicky produkt,
ktery byl nasledné preci§tén také pomoci preparativni HPLC.

Latka 17 (C29H29NsOs, M; = 543,57) byla ziskana jako bila pevna latka.
Vytézek reakci ve dvou opakovanich odpovidal 27 a 33 %. Bod tani latky 17 byl
stanoven na 197-198 °C. HPLC-MS: Ccistota = 99+ % (purifikovano sloupcovou
chromatografii a nasledn& pomoci preparativni HPLC); Rt = 24,61 min; ESI" [M+H]"
544,22 (100 %); 545,22 (32,7 %); 546,23 (6,7 %), 547,23 (1,1 %).

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 8.46 (s, 1H), 8.38 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.83
(d, J=16.0 Hz, 1H), 7.61 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.40 — 7.39 (m, 2H), 7.37 (dd, J = 8.2,
2.1 Hz 1H), 7.16 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.15 — 7.11 (m, 2H), 6.95 (d, J = 15.9 Hz, 1H),
5.63 (dd, J=10.8, 2.1 Hz, 1H), 4.72 (s, 2H), 4.08 — 3.94 (m, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.67
(td, J=11.3, 4.9 Hz, 1H), 2.27 (s, 3H), 2.01 — 1.89 (m, 2H), 1.81 — 1.66 (m, 1H), 1.57
(m, 2H).

13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 168.45, 165.12, 152.66, 151.24, 149.17,
145.84, 14133, 138.95, 137.73, 132.93, 128.26, 123.35, 122.03, 121.63, 117.52,
112.20, 80.88, 67.71, 56.07, 42.42, 30.04, 24.57, 22.53, 20.45.
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3.3.18 Priprava  E-4-(((9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl 3-(4-acetoxy-3-
methoxyfenyl)akrylatu (latka 18)
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Obrazek 24 Reakcni schéma pripravy E-4-(((9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl 3-(4-acetoxy-3-
methoxyfenyl)akrylatu

Do varné bariky bylo predlozeno 110 mg (1 eq) £-4-(((9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-
9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl 3-(4-acetoxy-3-methoxyfenyl)akrylatu. Dale bylo
pfidano 4,04 ml dioxanu a takto pfipravena reak¢ni smeés byla chlazena externé
studenou vodou o teplot¢ = 10°C. Reakéni smés byla inertizovana dusikem
a za stalého michani a chlazeni bylo prikapano 808 ul 4M kyseliny chlorovodikové
v dioxanu. Dale bylo postupovano analogicky jako v kapitole 3.3.14 (pouze v piipadé
ponechani ke krystalizaci v acetonu bylo pouzito 8 ml acetonu). Bilé krystaly ziskané
filtraci byly ponechany k suSeni pfi teploté 50 °C a po dobu 8 hodin.

Latka 18 (C24H21NsOs; M; = 459,45) byla ziskana jako bila pevna latka.

Vytézek reakce odpovidal 93 %. Bod tani latky 18 byl stanoven na 225-228 °C (pfi
210 °C zmeéna barvy vzorku na zlutou). HPLC-MS: Cistota = 99+ %; Rt = 20,97 min;
ESI" [M+H]" 460,16 (100 %); 461,17 (26,7 %); 462,17 (4,9 %).
'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10.22 (s, 1H), 8.66 (s, 1H), 8.61 (s, 1H), 7.84
(d, J=15.9 Hz, 1H), 7.62 (d, J = 1.9 Hz, 1H), 7.52 — 7.45 (m, 2H), 7.38 (dd, J = 8.2,
1.9 Hz, 1H), 7.25 — 7.18 (m, 2H), 7.16 (d, J= 8.1 Hz, 1H), 6.96 (d, J= 16.,1 Hz, 1H),
4.89 (d, J= 6.1 Hz, 2H), 3.84 (s, 3H), 2.27 (s, 3H).
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13C NMR (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 168.46, 165.08, 151.25, 149.76, 145.97,
141.36, 135.23, 132.91, 128.77, 123.37, 122.06, 122.01, 117.45, 112.22, 56.09, 43.51,
20.46.

3.4  Biologické testovani

Pfipravené latky (viz nize) byly testovany na jejich cytotoxicitu, fototoxicitu
a schopnost chranit buiky pfred UVA zafenim. VSechny experimenty zminéné
v podkapitolach spadajici pod kapitolu 3.4 (podkapitoly 3.4.1 az3.4.8) byly provedeny
na Ustavu lékaiské chemie a biochemie doc. Ing. Alenou Rajnochovou Svobodovou,

Ph.D. a doc. RNDr. Jitkou Vostalovou, Ph.D.

3.4.1 Bunécéné linie

Normalni lidské kozni fibroblasty (NHDF) byly izolovany zfragmenti kuze
od zdravych dospélych darkyn, které podstoupily chirurgicky zakrok na Oddéleni
plastické a estetické chirurgie FN Olomouc. Odbér tkané a izolace bunék probéehla
podle postupu a podminek schvalenych Etickou komisi FN Olomouc a Lékarské
fakulty UP Olomouc (ze dne: 6. 4. 2009, ¢j. 41/09). VSechny darkyné podepsaly
informovany souhlas s odbérem tkané. Kozni tkan byla odebrana a transportovana
ve fosfatovém pufru (PBS, pH 7,4) s antibiotiky (penicilin 500 mg/ml, streptomycin
500 U/ml, amphotericin B 1,25 mg/ml). Poté byla tkan tfikrat promyta PBS
a nastiihana na kousky (asi 1 cm?), vlozena na Petriho misky a kultivovana ve smési
médii (DMEM a Ham F12, 1:3) obohacené o fetalni hovézi sérum (FBS, 10 %),
penicilin (100 mg/ml), streptomycin (100 U/ml), amphotericin B (0,125 mg/ml),
hydrokortison (0,8 pg/ml), adenin (24 pg/ml), insulin (0,12 U/ml), epidermalni
rastovy faktor (1 ng/ml) 3,3, 5-trijod-L-tyronin (0,136 pg/ml). Tkané byly inkubovany
pii 37 °C v inkubatoru syceném vodnimi parami v fizené atmosféie CO; (5 %).
Médium bylo ménéno dvakrat tydné&, nez fibroblasty dosahly monovrstvy (2-3 tydny).
Poté byly buriky oplachnuty PBS, uvolnény inkubaci s roztokem trypsinu s EDTA
a preneseny do 75cm? kultiva¢ni lahve. Fibroblasty byly kultivovany v riistovém
médiu (DMEM sFBS (10 %), penicilinem (100 mg/ml) a streptomycinem
(100 U/ml)). Pro experimenty byly burky pouzity mezi 2. a 4. pasazi. Bunky byly
vysety na 96jamkové desky v koncentraci 0,8-10° bunék/ml kultivaéniho média

v mnozstvi 0,2 ml na jamku.

50



3.4.2 Chemikalie

Vsechny nize zminéné chemikalie pouzité pfi testovani toxicity, fototoxicity a UVA
protekce testovanych latek byly pofizeny od firmy Sigma-Aldrich. Bylo pouzito:
3,3',5-trijod-L-tyronin, adenin, amphotericin B, dihydrogenfosfore¢nan draselny,
DMSO, dodekahydrat hydrogenfosforecnanu sodného, Dulbecco’s Modified Eagles
médium (DMEM), epidermalni ristovy faktor, fetalni hovézi sérum, formaldehyd,
Ham'’s F12 Nutrient Mixture, hydrokortison, chlorid draselny, chlorid sodny, chlorid
vapenaty, chlorpromazin, insulin, kyselina octovd, methanol, neutralni Cerven,

Nutrient Mixture F-12 Ham, penicilin, streptomycin, trypsin-EDTA (0,25% roztok).

3.4.3 Pristroje

— inkubator Forma Direct Heat (Thermo Fisher Scientific Inc.),
— laminarni box Jouan MSC 9 Standard (Jouan),

— mikroskop Olympus CK2 (Olympus Corporation),

— odsavacka Gilson Safe Aspiration Station (Gilson),

— solarni simulator SOL 500 (Dr. Honle Technology),

— spektrofotometr Infinite M200 Pro (Tecan Group Ltd.),

— UVA metr (Dr. Honle Technology).

3.4.4 Priprava vzorku

Pro biologické testovani byly pouzity latky 7 (acetyl-FA), 12 (pT-THP), 17 (acetyl-
FA-pT-THP) a 18 (acetyl-FA-pT) spolu s kyselinou ferulovou a para-topolinem.
Zasobni roztoky testovanych latek byly pfipraveny v DMSO v koncentracnim rozmezi
0,78-100,0 mmol/l. Zasobni roztoky byly poté fedény do média bez séra (DMEM
s penicilinem (100 mg/ml) a streptomycinem (100 U/ml)) tak, aby wvysledna
koncentrace DMSO v médiu byla 0,1 % (v/v). Kontrolni médium obsahovalo pfislusny

objem DMSO v médiu bez séra.

3.4.5 Toxicita latek

Burky byly vysety na 96jamkové desky a po 24h inkubaci bylo rastové médium
vyménéno za médium bez séra obsahujici testované latky v koncentraCnim rozmezi

0,78-100 pmol/l a DMSO (0,1%, v/v, negativni kontrola). Po 24 h inkubaci (37 °C,
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5% CO,) bylo sledovano bunécné poskozeni stanovenim inkorporace neutralni
Gervené (NC) do bun&k. Z naméfenych hodnot absorbance byla pro jednotlivé

koncentrace testovanych latek vypoctena % kontroly.

3.4.6 Fototoxicita latek

Mozné fototoxické ucinky latek byly zjistovany podle modifikovaného in vitro testu
validovaného pro stanoveni fototoxicity latek (Spielmann et al., 1998). Buiky byly
vysety na 96jamkové desky a po 24h inkubaci bylo ristové médium vyménéno za
médium bez séra obsahujici testované latky v koncentraénim rozmezi 0,78-100 umol/l
a DMSO (0,1%, v/v;, negativni kontrola). Jako pozitivni kontrola byl pouzit
chlorpromazin (CPZ), znama fototoxicka latka (0,78-100 umol/l). Roztoky
testovanych latek a CPZ (vCetné DMSO) byly paralelné aplikovany na dvé
96jamkové desky s NHDF. Po 1h preinkubaci bylo médium odstranéno, buiiky byly
dvakrat oplachnuty roztokem PBS a poté bylo aplikovano PBS s glukosou (1 mg/ml).
Nasledné byla jedna deska ozafena netoxickou davkou (5 J/em?) UVA zafeni. Druha
deska byla po dobu ozafovani inkubovana v temnu. K ozéfeni byl pouzit solarni
simulator SOL 500 vybaveny H1 filtrem, ktery propousti zafeni v rozsahu vlnovych
délek 320-400 nm. Intenzita UVA zéfeni byla pii kazdém ozafovani stanovena pomoci
UVA-metru. Po UVA expozici bylo PBS s glukosou odstranéno a k buiikam bylo
aplikovano bezsérové medium. Po 24h inkubaci (37 °C, 5 % CO3) bylo sledovano

bunécné poskozeni stanovenim inkorporace NC do bunék.

3.4.7 UVA-fotoprotekce latek

Buiiky byly vysety na 96jamkové desky a po 24h inkubaci bylo riistové médium
vyménéno za médium bez séra obsahujici testované latky v koncentraCnim rozmezi
(0,78-100 umol/l1) a DMSO (0,1 %, v/v; negativni kontrola). Po 1h preinkubaci bylo
médium odstranéno, bunky byly dvakrat oplachnuty roztokem PBS a poté bylo
aplikovano PBS s glukosou (1 mg/ml). Nasledné byly bunky ozafeny cytotoxickou
davkou (7,5 J/cm? pro NHDF) UVA zafeni. Kontrolni buiiky byly po dobu ozafovani
inkubovany v temnu. K ozareni byl pouzit solarni simulator SOL 500 vybaveny
HI1 filtrem, ktery propousti zafeni v rozsahu vinovych délek 320-400 nm. Intenzita
UVA zafeni byla pfi kazdém ozafovéani stanovena pomoci UVA-metru. Po UVA

expozici bylo PBS s glukosou odstranéno a k butikam bylo aplikovano medium bez
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séra. Po 24h inkubaci (37 °C, 5 % CO>) bylo sledovano bunécné poskozeni stanovenim
inkorporace NC do bunék. Z naméfenych hodnot absorbance byla pro jednotlivé

koncentrace testovanych latek vypoctena % protekce.

3.4.8 Inkorporace neutrilni éervené (NC)

Zivé (neposkozené) buiiky piijimaji a ukladaji NC do lysozomd. Koncentrace
zadrzeného barviva je méfena po rozpuSténi v organickém rozpoustédle
spektrofotometricky pfi 540 nm (Maines et al., 1998). Builky byly oplachnuty
sterilnim PBS a nasledné bylo aplikovano 50 pl roztoku NC (0,03 %; PBS). Po 1h
inkubaci (37 °C, 5 % CO2) byl roztok s NC odsat, buiiky byly fixovany smési
formaldehydu (0,5 %, v/v) a chloridu vapenatého (1 %, m/v) v poméru 1:1 a lyzovany
extrakénim roztokem (methanol (50 %, v/v), kyselina octova (1 %, v/v)).

Po 5 minutéach intenzivniho tfepani byla zméfena absorbance pti 540 nm.
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4  Vysledky

4.1  Prehled aspésnosti syntéz

U latek 3, 4, 5, 6, 8, 10, 14, 15 a 16, jejichz piiprava nebyla zhodnocena jako
perspektivni, napf. zdivodu nizké konverze, ztizené deprotekce vysledného
konjugatu od toxickych protektivnich skupin ¢i nemoznosti deprotekovat chranici
skupiny pomoci postuptl, které by neohrozovaly esterovou vazbu mezi kyselinou a
CK, jsou v Tabulkach 2-6 shrnuty alespori procentualni zastoupeni a retencni ¢asy
analytl ve zpracovanych a analyzovanych reak¢énich smésich. Piestoze se tyto latky
podarilo detekovat pomoci HPLC-MS analyz, nebyly dale purifikovany a duraz byl
kladen na nalezeni 1épe vyhovuyjicich postupt. Latky 1, 2 a 9 nebyly ve zpracovanych
reak¢nich smésich detekovany pomoci HPLC-MS ani v jednom z pouzitych postupt
¢i jejich modifikaci.

Latky 7, 11, 12, 13, 17 a 18, které byly uspésné pfipraveny, byly v pfipade
potfeby precistény sloupcovou chromatografii ¢i preparativni HPLC a byly

charakterizovany pomoci vySe zminénych metod.

Tabulka 2 Prehled vysledkii analyz HPLC-MS pro experimenty tykajici se protekce OH skupin kyseliny
rozmarynové; ND = nedetekovdno; RS = reakcni smés

HPLC-MS ZPRAC. RS

LATKA M: VYTEZEK [%]
[min] [“0]
1 (acetonid-RA) 440,44 ND? -
2 (benzylether-RA) 720,80 ND? -
3 (MOM-RA) 536,56 21,72 14,2 8*
6 (acetyl-RA) 52846 18,00 88.3 27%
9 (TBDMS-RA) 817,36 ND? -

* U reakct, kde nebyla reakéni smés po zpracovani dale purifikovana sloupcovou chromatografii, popt. pomoci
preparativni HPLC do ziskani Cistého produktu, je hodnota vytézku reakce vypoctena jako procentudlni zastoupeni
produktu (HPLC-MS ¢istota reakéni smési po jejim zpracovani) ndsobena vahou analyzovaného odparku. Tato
hodnota je nasledn¢ podé€lena vypoctenym teoretickym vytézkem. Jedna se tedy o ocekavany vytézek po ptipadném

precisteéni daného odparku a tato teoreticka hodnota nezahruje ztraty, které by purifikace pftinesla.

2 Produkt o dané molekulové hmotnosti nedetekovan ani v jednom zuvedenych reakénich postupu a jejich

modifikacich (viz kapitola Syntéza).
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Tabulka 3 Prehled vysiedkii analyz HPLC-MS pro experimenty tykajict se protekce OH skupin kyseliny ferulové;
ND = nedetekovano; RS = reakcni smés

HPLC-MS ZPRAC. RS

LATKA M: VYTEZEK [%]
[min] [“0]
4 (MOM-FA) 238,24 16,79 29,7 22%
93,92 77
7 (acetyl-FA) 236,22 15,92
99,20 88
ND¢ -

10 (TBDMS-FA) 308,44
27.93 27.7¢ 1*

* U reakcti, kde nebyla reakéni smés po zpracovani dale purifikovana sloupcovou chromatografii, popf. pomoci
preparativni HPLC do ziskani Cistého produktu, je hodnota vytézku reakce vypoctena jako procentudlni zastoupeni
produktu (HPLC-MS ¢istota reakéni smési po jejim zpracovani) ndsobena vahou analyzovaného odparku. Tato
hodnota je nasledn¢ podé€lena vypoctenym teoretickym vytézkem. Jedna se tedy o o¢ekavany vytézek po piipadném
precisténi daného odparku a tato teoreticka hodnota nezahrnuje ztraty, které by purifikace pfinesla.

a postup I (zpracovani pouze vytfepem; viz kapitola Syntéza); ® postup II (zpracovani krystalizaci s diethyletherem;

viz kapitola Syntéza); € postup I (imidazol; viz kapitola Syntéza); ¢ postup II (DMAP; viz kapitola Syntéza)

Tabulka 4 Prehled vysledkii analyz HPLC-MS pro experimenty tykajici se protekce OH skupin kyseliny
m-kumarové; RS = reakcni smés

HPLC-MS ZPRAC. RS

LATKA M: VYTEZEK [%]
[min] [“0]
5 (MOM-mCA) 208,21 17,24 482 25%
87,42 75%
8 (acetyl-mCA) 206,19 13.69
83,2 58%*
17,9° 7%
11 (TBDMS-mCA) 278,42 27.36 83,14 68
64,49 63

* U reakct, kde nebyla reakéni smés po zpracovani dale purifikovana sloupcovou chromatografii, popt. pomoci
preparativni HPLC do ziskani Cistého produktu, je hodnota vytézku reakce vypoctena jako procentudlni zastoupeni
produktu (HPLC-MS ¢istota reakéni smési po jejim zpracovani) ndsobena vahou analyzovaného odparku. Tato
hodnota je nasledn¢ podé€lena vypoctenym teoretickym vytézkem. Jedna se tedy o o¢ekavany vytézek po ptipadném
precisteéni daného odparku a tato teoreticka hodnota nezahruje ztraty, které by purifikace pftinesla.

2 postup I (zpracovani pouze vytiepem; viz kapitola Syntéza); ® postup II (zpracovani krystalizaci s diethyletherem;
viz kapitola Syntéza); © postup I (imidazol; viz kapitola Syntéza); ¢ postup I (DMAP; viz kapitola Syntéza),

nasledn¢ piecisténi sloupcovou chromatografii
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Tabulka 5 Prehled vysledkii analyz HPLC-MS pro syntézu pT-THP; RS = reakcni smés

, HPLC-MS ZPRAC. RS .
LATKA M; VYTEZEK [%]
[min] [“o]

12 (pT-THP) 32537 11,51 96,6 84

Tabulka 6 Prehled vysledkii analyz HPLC-MS pro syntézu konjugdatii HCA a para-topolinu; RS = reakcni smés

HPLC-MS ZPRAC. RS

LATKA M: VYTEZEK [%]
[min] [“0]

13 (TBDMS-mCA-pT-THP) 585,77 31,36 67.8 57
14 (TBDMS-mCA-pT) 501,65 29.30 94,1 9%
15 (mCA-pT-THP) 471,51 22.80 67.8 5%
16 (mCA-pT) 387,39 19,77 20,7 11*

17 (acetyl-FA-pT-THP) 543,57 24,61 0 .

403 27

18 (acetyl-FA-pT) 459,45 20,97 99,9 93

* U reakct, kde nebyla reakéni smés po zpracovani dale purifikovana sloupcovou chromatografii, popt. pomoci
preparativni HPLC do ziskani Cistého produktu, je hodnota vytézku reakce vypoctena jako procentualni zastoupeni
produktu (HPLC-MS ¢istota reakéni smési po jejim zpracovani) nasobena vahou analyzovaného odparku. Tato

hodnota je nasledn¢ podé€lena vypoctenym teoretickym vytézkem. Jedna se tedy o o¢ekavany vytézek po piipadném

precisteéni daného odparku a tato teoretickd hodnota nezahruje ztraty, které by purifikace pfinesla.

Acetylovana kyselina ferulova (latka 7), para-topolin chranény v pozici N9- pomoci
THP (latka 12), jejich konjugat (latka 17) a konjugat deprotekovany od THP (latka 18)
byly podrobeny biologickému testovani na Ustavu lékaf'ské chemie a biochemie doc.

Ing. Alenou Rajnochovou Svobodovou, Ph.D. a doc. RNDr. Jitkou Vostalovou, Ph.D.

4.2  Biologické testovani

Cytotoxicita latek byla vypocitana ze ziskanych experimentalnich dat (absorbanci)

podle nasledujiciho vztahu:

A
% kontroly = A—V 100
K

kde Av = absorbance vzorku (buriky inkubované s médiem bez séra s testovanymi latkami) po odecteni absorbance
pozadi (extrakéni roztok): Ak = absorbance kontroly (buiiky inkubované v médiu bez séra s DMSO) po odecteni

absorbance pozadi (extrak¢ni roztok)
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K hodnoceni mozného cytotoxického pusobeni latek (Obrazek 25) byla pouzita
standardni metoda inkorporace NC do bun&k. Mikroskopické hodnoceni u&inkd latek
na NHDF neprokazalo morfologické zmény bunék, nicméné byla pozorovana tvorba
krystald u latek 17 (acetyl-FA-pT-THP) a 18 (acetyl-FA-pT) v koncentracich
25-100 pumol/l, coz znaci, ze tyto latky jsou Spatné rozpustné v kultivacnim médiu.
Vysledky inkorporace NC ukazaly, Ze po 24h inkubaci latky v pouZitém
koncentra¢nim rozmezi 0,78-100 umol/l vyznamné nesnizovaly viabilitu bunék kromé
para-topolinu, ktery vyvolal snizeni viability asi o 10 %. Narust viability (% kontroly)
u latek 17 a 18 (50 a/nebo 100 umol/l) je pravdépodobné zptsoben adsorpci krystalt
testovanych latek na bunky pti 24h inkubaci. Vznik krystald byl pozorovan
mikroskopicky v koncentracich 25-100 umol/l. Pro budouci vyuziti syntetizovanych
konjugatt pro biologické testovani by tedy bylo vhodné provést studium rozpustnosti
pripravenych latek a také zvazit ptipadné modifikace téchto molekul pro zvysent jejich
rozpustnosti, nebot’ krystalizace latky z roztoku mohla zpusobit zminéné zkresleni
vysledkt, které se v ziskanych datech mohlo projevit nardstem viability bunék

pfi testovani latek 17 a 18.

BFA Dacetyl-FA @pl Opl-THP macetyl-FA-pT macetyl-FA-pT-THP

140
120 A
100 4 WHH i i :
| | I L [l i m d
o | H 0 [
5 | i i i i i | |
ER I | 1 I | | I
e || i | || | | o
S i | B | | | | i | |
i | [g il | | i
i i | i i i i
40 1 WNH | | | | | | .
| | | | i | |
IR | | | | | |
0,78 1,56 3,13 0,25 12,50 25.00 50,00 100,00
¢ (umol/1)

Obrazek 25 Viiv testovanych latek na viabilitu NHDF. Vysledky reprezentuji priimér ze 3 experimentii
provedenych na NHDF izolovanych od riiznych pacientii + SD.

U bunek preinkubovanych stestovanymi latkami v koncentratnim rozmezi

0,78-100 umol/l a ozafenymi netoxickou davkou UVA zafeni (5 J/cm?) nedoslo
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k vyznamnému snizeni viability ve srovnani s burikami, které nebyly ozafeny.
Testované latky lze oznacit za nefototoxické. Nepiitomnost fototoxického pusobeni je
znazornéna na piikladu syntetizovanych konjugatu, tj. latek 17 a 18 (Obrazky 28 a 29);
ostatni latky pusobily obdobné (Ptiloha I). Funk¢énost modelu (pouzité podminky) byla
ovefena paralelnim stanovenim ucinki CPZ (znamé fototoxické latky), ktery
prokazatelné jevil fototoxické pusobeni (Obrazek 27). Srovnani pusobeni fototoxické

a nefototoxické latky je znazornéno na Obrazku 26.

acetyl- FApT-THP

aelFA——TEIP + UVA _

Obrdzek 26 Porovndani iicinkii fototoxické a nefototoxické ldatky. Fotografie zobrazuji reprezentativni vysledky
(jednoho ze 3 experimentii) provedenych na NHDIF. CPZ predstavuje pozitivni kontrolu. Acetyl-FA-pT-THP
reprezentuje jednu z testovanych latek.
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B-UVA B+UVA
0,300

0,250

0.200 -

>

0.150 -

>

0,100 -

absorbance (540 nm)

0.050 -

0,000 -
0 0,78 1,56 3,13 6,25 12,50 25.00 50,00 100,00
¢ (pmol/l)

Obrazek 27 Stanoveni fototoxickych ucinkit CPZ (pozitivni kontrola). Vysledky reprezentuji priimér + SD ze 3
experimentii provedenych na NHDF izolovanych od riiznych pacientii.

B-UVA B+UVA

0.300

0.250 -

0,200 -

0,150 -

absorbance (540 nm)

0 0,78 1.56 3,13 6,25 12,50 25,00 50,00 100,00
¢ (pmol/1)

Obrazek 28 Stanoveni fototoxickych ucinkit acetyl-FA-pT-THP. Vysledky reprezentuji priimér + SD ze 3
experimentii provedenych na NHDF izolovanych od riiznych pacientii.
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E-UVA B+UVA
0,300

0.200 -

>

absorbance (540 nm)

0,100 -

0.050 -

0,000 -
0 0,78 1.56 3,13 6,25 1250 2500 50,00 100,00

¢ (pmol/l)

Obrazek 29 Stanoveni fototoxickych icinkii acetyl-FA-pT. Vysledky reprezentuji priimér + SD ze 3 experimentii
provedenych na NHDF izolovanych od riznych pacienti.

Ochranny ucinek latek na poskozeni vyvolané UVA zafenim byl vyhodnocen
porovnanim experimentalnich dat (absorbanci) testovanych latek s pozitivni kontrolou
(ozarené bunky preinkubované s DMSO) a negativni kontrolou (neozarené burky
preinkubované s DMSO). Protekce latek byla vypocitana z experimentalnich dat podle

nasledujiciho vztahu:

(Avy — Ag)

% protekce = (1 e
°P (Aova — Ax)

)-100

kde Av = absorbance vzorku (buriky preinkubované s testovanymi latkami a vystavené UVA zateni) po odecteni
absorbance pozadi (extrakéni roztok); Ak = absorbance negativni kontroly (buiiky preinkubované s DMSO bez
vystaveni UVA zateni) po odecteni absorbance pozadi (extrakéni roztok); Auva = absorbance pozitivni kontroly

(buiiky preinkubované s DMSO a vystavené UVA zafeni) po odecteni absorbance pozadi (extrakeni roztok)

Testované latky byly schopny mirné potlacovat pokles viability vyvolany UVA
zafenim (Obrazek 30). Nejvétsi protektivni efekt byl obecné pozorovan u kyseliny
ferulové a jeji acetylaci nebylo dosazeno vy§si ochrany bunék pred UVA zafenim
oproti puvodni molekule, zminénou modifikaci kyseliny ferulové se tedy
pravdépodobné nepovedlo piipravit ucinngjsi latku. Ani u ostatnich testovanych latek
(para-topolinu chranéného v N9-pozici pomoci THP a pripravenych konjugati)

nebylo prokazano vyssi % protekce nez u samotné kyseliny ferulové. Pii praci
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s primarnimi fibroblasty je vSak nutné zminit také vysokou interindividualni
variabilitu v citlivosti bunék na UVA zafeni a diky tomu by bylo vhodné tento pilotni
experiment opakovat na NHDF ziskanych od vétsiho poctu pacientd. V tivahu je nutné
také brat horsi rozpustnost pfipravenych konjugati — velkou roli hraje také jejich

biodostupnost.

BFA Bacetyl-FA mpT OpT-THP ®acetyl-FA-pT ®acetyl-FA-pT-THP

% protekce
)
Gh

15 A 1
ol | | 1 I I
SN (1 | | i | |
o L MHE | L] || ] ||
0.78 3.13 6.25 12.50 50,00 100.00
¢ (pmol/l)

Obrazek 30 Viiv testovanych latek na viabilitu NHDF. Vysledky reprezentuji priimér ze 3 experimentii + SE
provedenych na NHDF izolovanych od riiznych pacientii. Pozitivni a negativni kontrola jsou zahrnuty ve vypoctu
hodnot prezentovanych v grafu dle vzorce pro vypocet % protekce uvedeného vyse.

61



5 Diskuse

Cilem diplomové prace bylo pfipravit konjugaty fenolickych latek a CK. Z fad
fenolickych latek byly pro syntézu konjugati zvoleny vybrané HCA, které vykazuji
zajimavé bioaktivni uCinky, zejména pak maji vysoky antioxida¢ni potencial
(Razzaghi-Asl et al., 2013). Jako zastupce CK byl zvolen para-topolin, u kterého byl
prokazan pozitivni vliv prodlouzeni zivotaschopnosti modelového organismu
Caenorhabditis elegans (Kadlecova et al., 2018). Davodem, pro¢ byl zvolen praveé
para-topolin, je zejména jeho antioxidacni aktivita (Brizzolari et al., 2016), ale také
pozitivni vysledky klinické studie zabyvajici se aplikaci para-topolinu na pokozku
(Garcia et al., 2018). Vyslednymi produkty navrzenych reakci jsou tedy estery
pouzitych kyselin a para-topolinu, které by své potencialni vyuziti mohly najit napf.
v kosmetickych pfipravcich ¢i dermatologii.

Prvnim krokem byla protekce volnych hydroxylovych skupin v molekulach
HCA. Pro prvotni experimenty byla vzdy volena pouze kyselina rozmarynova, nebot
ta byla diky své unikatni antioxidacni schopnosti pivodni molekulou zajmu a jedna se
o piirozené se vyskytujici UV protektivni latku. Chemicka struktura, kterd ji dava tyto
vlastnosti, vSak byla pravdépodobné pfii¢inou neuspéchu v chranicich postupech.
Je pravdépodobné, ze diky bezprostfedni blizkosti hydroxylovych skupin uréenych
k protekci a velikosti nékterych pouzitych protektivnich skupin nemohlo dojit
k adekvatnimu ochranéni ptivodni molekuly.

Jako prvni pfistup byla zvolena protekce obou vedle sebe lezicich
hydroxylovych skupin pomoci jejich pfevedeni na acetonidovou funkéni skupinu.
Experiment byl veden nejprve s vyuzitim Soxhletova extraktoru s patronou naplnénou
molekulovym sitem pro odvod vody vznikajici pfi reakci. Vzhledem k ¢asové
narocnosti experimentu byl tento postup modifikovan pouzitim vys$siho mnozstvi
katalytické kyseliny p-toluensulfonové tak, aby mohla reakce prob&hnout
za laboratorni teploty do druhého dne. V obou aplikovanych postupech se vsak
podarilo pouze parcialné protekovat molekulu kyseliny rozmarynové. Produkt
odpovidajici molekulové hmotnosti zcela ochranéné kyselin€é rozmarynové vsak
detekovan nebyl. Alternativnim reak¢nim postupem byla zvolena benzylace, kdy byl
jako protektivni Cinidlo zvolen benzylbromid. Reakce byla provedena ve tfech
opakovanich s dvéma modifikacemi oproti uvedenym reakénim podminkam.
V prvnim pfipadé byl benzylbromid pfidan po 1 hodiné jako v pivodnim postupu
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reakce, reakéni smés ale byla externé chlazena ledovou tfisti jiz od zacatku
po rozpusténi kyseliny rozmarynové. V piipadé druhé modifikace byl benzylbromid
po kapkach ptidan ihned na zacatku reakce (nikoliv az po 1 hoding) za externiho
chlazeni a nasledné bylo pokracovano dle vySe uvedeného postupu. Ani jeden
z postupt vSak nevedl k detekci produktu ve smési ziskanych produktu.

Z divodu neuspésnych postupt pro protekci hydroxylovych skupin kyseliny
rozmarynove byly pro nasledujici experimenty vyuzity také kyseliny mefa-kumarova
a ferulova, které byly zvoleny jako nové molekuly zajmu pro pfipad, ze by kyselinu
rozmarynovou neslo vhodné chranit pro dalsi syntézu. Jako prvni protektivni Cinidlo
byl pouzit methoxymethyl chlorid. Pfestoze se ve zpracované organické fazi podarilo
produkty o dané molekulové hmotnosti pti HPLC-MS analyze detekovat, tvortily
pouze velmi malou Cast analyzované zpracované reakcni smési. Dal§im reakénim
postupem byla acetylace, ktera dle HPLC-MS analyzy zpracované organické faze sice
vedla k zisku produkti o dané molekulové hmotnosti, pivodné vSak nebyla postupem
prvni volby diky pomérné stabilni vazbé acetylové protektivni skupiny na fenolickou

hydroxylovou skupinu.

Zadny z vyse uvedenych postupt protekce nevedl k ziskani daného produktu
¢i neposkytoval dostatecny vytézek produktu nebo se jednalo o postup, kdy by
nasledna deprotekce probihala za nepfili§ vhodnych podminek, a byla by tedy
ohroZena také esterova vazba mezi molekulou kyseliny a CK. Z toho davodu bylo
pfistoupeno k vyuziti riznych silylaénich Cinidel, pro které existuji selektivni
deprotekcni postupy pii mirnych podminkach. Protektivnim ¢inidlem prvni volby byl
terc-butyldimethylsilyl chlorid, ktery vSak nejprve neposkytoval uspokojivé vysledky
ani u jedné z kyselin ur€enych k protekci. Pifi zméné reakéniho postupu a pouziti
katalytického mnozstvi DMAP misto imidazolu vSak doslo k aspéchu a hydroxylovou
skupinu kyseliny m-kumarové se podafilo ochranit, v pfipadé kyseliny ferulové
a rozmarynoveé vSak dany postup uspésny nebyl. Pro tyto kyseliny by vSak mohl byt
perspektivni postup s vyuzitim trimethylsilyl chranici skupiny, ktera je oproti ferc-
butyldimethylsilylu méné objemnou chranici skupinou — u kyseliny rozmarynové je
totiz tfeba ochranit dvé proximalni hydroxylové skupiny, u kyseliny ferulové vedle
hydroxylové skupiny zase pravdépodobné stericky nevyhovuje pfitomnost methoxy

skupiny. Velkou nevyhodou je vSak nizka stabilita TMSCI derivovanych sloucenin,

63



a tedy jejich velmi ztizena analyza, ktera je omezena de facto pouze na vyuziti NMR
pro charakterizaci syntetizovanych latek.

Ochranénd kyselina m-kumarova byla dale uspé$né podrobena konjugacni
reakci s para-topolinem chranénym v N9-pozici pomoci THP. Pro ziskani finalniho
produktu bylo nutné konjugat deprotekovat od chranicich skupin. Pivodni myslenkou
bylo pokusit se deprotekovat chranici skupiny jak na kyselin€, tak na CK v jednom
kroku pomoci kyseliny chlorovodikové v dioxanu, coz ale nebylo uspé$né, a to ani pii
nasledném prodlouzeni reak¢niho ¢asu, kdy opét doslo pouze k deprotekci THP.
Dal§im navrhovanym jednokrokovym feSenim bylo pouziti kyseliny chlorovodikové
v ethanolu, kdy ale bohuzel dle HPLC-MS analyzy doslo k rozpadu molekuly v misté
esterové vazby mezi puvodnimi molekulami. Pro deprotekci konjugatu kyseliny
m-kumarové a para-topolinu byl tedy navrzen postup skladajici se ze dvou po sobé
jdoucich kroku, kdy nejprve je vhodné zaradit deprotekci terc-butyldimethylsilylové
funkéni skupiny pomoci TBAF, ktera je nasledovana deprotekci THP pomoci kyseliny
chlorovodikové v dioxanu.

Diky neprili§ vysokym vytézkim a nereprodukovatelnosti reakci bylo
upusteéno od dalsich snah o syntézu konjugatt se silylovanymi kyselinami. Problémy
pii syntézach mohou zpusobit také nezadouci reakce na fenolickych hydroxylovych
skupinach kyselin, napft. jejich oxidace. Na uvedené vysledky by tedy v ramci dal§ich
provadénych experimenti S$lo navazat napt. optimalizaci silylacnich protektivnich
postupt pro vSechny testované kyseliny. Ztizena deprotekce konjugatu na kyseliné
m-kumarové od toxické ferc-butyldimethylsilylové funkéni skupiny vyustila v navrat
ke dfive pouzitému postupu — acetylaci. Prestoze acetylace nejprve nebyla
preferovanym postupem, dalsi jeji vyhodou je také to, ze acetylova protektivni skupina
neni na rozdil od ferc-butyldimethylsilylové skupiny toxickd, a navic by takto
ptipraveny acetylderivat mohl fungovat jako ,,prodrug™. Tato varianta tedy poskytla
moznost otestovat biologickou aktivitu takto pfipravenych konjugata.

Jako vhodny kandidat pro konjugaci s para-topolinem byla diky uspéSnosti
reakce a vysokému vytézku zvolena acetylovana kyselina ferulova. Druhym
pozitivnim aspektem bylo jeji ziskani v Cistot€¢ dostacujici pro naslednou syntézu
(93,9 %) a po modifikaci zpracovani a zafazeni alternativniho postupu pfi zpracovani,
t]. krystalizace v diethyletheru namisto vytfepu také ve velmi vysokeé Cistoté (99,2 %).

Acetylovana kyselina ferulovda byla konjugovana s p-topolinem chranénym
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v N9-pozici pomoci THP. Prestoze vytézek konjugacni reakce ve dvou opakovanich
odpovidal pouze 33 a 27 %, precisténim chromatografickymi metodami byl ziskan
velmi Cisty produkt (99+ %). Diky vysoké cistoté konjugatu, ktery byl nasledné
deprotekovan od THP, pak deprotekce vedla k zisku velmi cisté latky (99+ %)
a vytézek reakce odpovidal 93 %. Stézejni z hlediska budoucich experimenti bude
optimalizovat konjugacni reakci tak, aby poskytovala vyssi vytézky. DalSim cilem
bude také hledani postupu pro deprotekci acetylové skupiny chranici fenolickou
hydroxylovou skupinu kyseliny.

Pripravené konjugaty acetylované kyseliny ferulové a para-topolinu byly
testovany na cytotoxicitu, fototoxicitu a UVA protekci. Bylo prokazano, ze nové
ptipravené latky (7, 12, 17 a 18) nevykazuji cytotoxické ucinky v pouzitém
koncentra¢nim rozmezi (0,78-100 pmol/l) pfi inkubaci po dobu 24 hodin. Testované
latky také nevykazuji fototoxické ti¢inky. U zminénych latek byla také testovana jejich
schopnost chranit buiiky pfed UVA zafenim. V provedeném pilotnim experimentu
bylo zjisténo, Ze viechny testované latky vykazuji mirny fotoprotektivni efekt. Zadna
z latek vSak nevykazuje vysS$i schopnost protekce proti UVA zafeni nez samotna
kyselina ferulova, u niz byla prokazana schopnost chranit pted UVA zafenim lidské
fibroblasty (Hahn et al., 2016). Pfi testovani na bunécné linii HaCaT byl pifidavek
kyseliny ferulové také schopen zabranit indukci matrixové metaloproteinasy MMP-1
zprosttedkované UV A zarenim, kterd svym negativnim vlivem na kolagen pfispiva ke
starnuti pokozky (Pluemsamran, Onkoksoong a Panich, 2012). Mimo protekce pred
UVA zafenim bylo také prokazano, ze topicka aplikace kyseliny ferulové pred
vystavenim pokozky zafeni méla statisticky vyznamny efekt na rozvoj kozniho
erytému indukovaného UVB zafenim u testovanych subjektd (Saija et al., 2000).
Lze tedy usuzovat, ze konjugaty kyseliny ferulové a para-topolinu by po vhodnych
upravach, napt. deprotekci acetylované hydroxylové skupiny, mohly vykazovat vyssi
UVA protektivni efekt. Pro budouci testovani nove pfipravenych latek bude také zcela
zasadni provést studium jejich rozpustnosti — u nové€ piipravenych konjugati
acetylované kyseliny ferulové s para-topolinem (jak chranénym THP skupinou v N9-
pozici, tak deprotekovanym) byl pii testovani jejich toxicity pozorovan mikroskopicky
rast krystalt v koncentracich 25-100 umol/l, ktery pravdépodobné vedl ke zkresleni
ziskanych dat, coz se projevilo jako nartust absorbance a tedy i nartst vysledné
prezentované hodnoty, tj. % kontroly. V piipad¢ testovani fototoxicity a schopnosti

protekce pfed UVA zéafenim byly buiiky preinkubovany s latkami pouze po dobu
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1 hodiny (v piipadé testovani toxicity inkubace probihala 24 hodin), z tohoto divodu
pravdépodobné nedoslo k tak vyrazné krystalizaci latek z pouzitého média, a tudiz
také ke stejnému zkresleni ziskanych dat.

Lze tedy fici, ze pfestoze se podafilo pfipravit latky netoxické a nefototoxicke,
nebyla vsak zjiSténa vysoka mira protekce proti UVA zafeni oproti pivodni molekule
kyseliny ferulové. V ziskanych datech je také potieba vzit do uvahy jejich vysokou

variabilitu, coz lze pfisuzovat rizné citlivosti primarnich fibroblasti na UVA zafeni.
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6 Z.avér

Predlozena diplomova prace pojednava ve své teoretické Casti o fenolickych latkéach,
resp. jejich podskupin€, hydroxyskoficovych kyselinach. Shrnuje zékladni informace
o téchto bioaktivnich molekulach a diraz je kladen zejména na jejich pozitivni ti€inek
na lidsky organismus. Druhy tematicky celek je vénovan cytokininim. V teoretické

casti jsou zahrnuty také kapitoly o derivatech jak HCA, tak CK.

Prakticka cast se vénuje reakcim vedoucim k protekci hydroxylovych skupin
v molekulach HCA a jejich nasledné konjugaci s para-topolinem. Jako nejvhodné;jsi
postup pro ochranéni hydroxylti HCA se jevi acetylace, ostatni testované postupy vSak
mohou byt vramci dalSich experimentli optimalizovany a mohou se téz stat
perspektivnimi pfistupy. V ramci prace byly piipraveny dva konjugaty acetylované
kyseliny ferulové s para-topolinem-THP a para-topolinem, které byly spolu
s molekulami, z kterych vychazi, podrobeny testim cytotoxicity, fototoxicity a UVA
protekce.

Testované latky nevykazuji na pouzitém in vitro modelu toxické ucinky pfi
inkubaci po dobu 24 hodin. Testované latky také nevykazuji fototoxické pusobeni.
Toto jsou zakladni parametry naznacujici jejich bezpecnost pii dermalnim pouziti.
Pilotni testovani fotoprotektivnich ucinka latek v Sirokém koncentracnim rozmezi
ukazalo mirny ochranny efekt vii¢i UVA zafeni, ale diky vysoké interindividualni
variabilité v citlivosti primarnich fibroblasti na UVA zafeni je vSak nutné experiment
opakovat pro potvrzeni.

Pripravené konjugaty, tj. latky 17 a 18 se jevi jako hife rozpustné
a v budoucich experimentech by bylo vhodné ovéfit jejich biodostupnost, pripadné
zvazit modifikaci ke zvySeni jejich rozpustnosti. Na uvedené vysledky je také mozno
navazat pouzitim jinych bunécnych linii pro vylouceni toxicity také v dalsich in vitro

modelech.
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PRILOHA I: Stanoveni fototoxickych u&ink testovanych latek
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Stanoveni fototoxickych ucinkt kyseliny ferulové. Vysledky reprezentuji primér +

SD ze 3 experimentt provedenych na NHDF izolovanych od riznych pacientt.
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Stanoveni fototoxickych ucinka acetyl-FA (latka 7). Vysledky reprezentuji primér +

SD ze 3 experimentt provedenych na NHDF izolovanych od riznych pacientt.
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Stanoveni fototoxickych ucinkl para-topolinu. Vysledky reprezentuji primér + SD ze

3 experimentt provedenych na NHDF izolovanych od riznych pacientu.
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Stanoveni fototoxickych ucinkt pT-THP (latka 12). Vysledky reprezentuji prumeér +

SD ze 3 experimentt provedenych na NHDF izolovanych od riznych pacientt.
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