UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Laboratofr ristovych regulatort

Priprava novych derivatu kinetinu s vlivem

na cirkadianni rytmus

RIGOROZNI PRACE
Autor: Mgr. Markéta Dokonalova
Studijni program: R220755 Bioanalyticka laboratorni diagnostika ve

zdravotnictvi — Experimentalni biologie
Konzultant: Mgr. Jifi Voller, Ph.D.
Termin odevzdani prace: 2024



Bibliograficka identifikace

Jméno a pfijmeni autora:

Nazev prace:

Typ prace:
Pracovisté:
Konzultant:

Rok obhajoby préace:
Abstrakt:

Klicova slova:

Pocet stran:
Pocet pfiloh:

Jazyk:

Mgr. Markéta Dokonalova

Pfiprava novych  derivati  kinetinu s vlivem
na cirkadianni rytmus

Rigorézni

Laboratof rastovych regulator(i, UPOL

Mgr. Jifi Voller, Ph.D.

2024

Kinetin (Né-furfuryladenin) je cytokininovy rostlinny
hormon, ktery reguluje rlst a vyvoj rostlin a zaroven
je schopen ovliviiovat rlizné procesy i v zivocisnych
bunkach a tkanich. Soucasti této prace je prehled
protektivnich ucinkd kinetinu u savcl, vcéetné Clovéka,
a jeho vyuziti jako potencionalni Ié€ivo v pfipadé
nemoci souvisejicich s vékem, véetné
neurodegeneraci a dysfunkéniho cirkadianniho rytmu.
Cilem této prace byla vicekrokova syntéza novych
aktivnéjsich derivat(l odvozenych od kinetinu a ovéreni
jejich vlivu na cirkadianni rytmus v jednoduchém
bunécném modelu; schopnost latek modulovat délku
periody byla méfena prostiednictvim luminiscenéniho
reportéru BMAL1:LUC transdukovaného v bunééné
linii U20S. Pripravené derivaty prodluzuji délku
periody v zavislosti na pouzitém substituentu
a koncentraci testované latky a jsou aktivnéjSi nez
samotny kinetin. Zjisténi, ze testované latky prodluzuji
periodu rytmu, muze vést k celé radé terapeutickych
aplikaci u rliznych onemocnéni.

kinetin, syntéza, derivaty kinetinu, cirkadianni rytmus,
cirkadianni test, kaseinkinasa 1

74

1

Cesky



Bibliographical identification

Author's  first name
surname:

Title of thesis:

Type of thesis:
Department:

Supervisor:

The year of presentation:
Abstract:

Keywords:

Number of pages:
Number of appendices:
Language:

and

Mgr. Markéta Dokonalova

Synthesis of novel derivatives of kinetin influencing
circadian rhytms

Rigorous

Laboratory of Growth Regulators, UPOL

Mgr. Jifi Voller, Ph.D.

2024

Kinetin (Ne-furfuryladenine) is a cytokinin plant
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1 Uvod a cile prace

Kinetin je vyznamny rostlinny hormon, ktery patfi do rodiny cytokinind. Objev, ze kinetin
hraje dllezitou roli v regulaci rastu a vyvoji rostlin, podniti mnoho studii k jeho
potencionalnimu vyuziti pro lécbu lidskych onemocnéni. V pribéhu let doslo
k enormnimu rozsifeni znalosti a mechanisml pUsobeni kinetinu napfi¢ rdznymi
organismy vcetné Clovéka. Mezi jeho hlavni prokazané ucinky patfi cytoprotektivni
aktivita v0¢i oxidativnimu stresu, ktery muze byt spoustécem patologii. Dalsi
zajimavosti je schopnost kinetinu oddalovat starnuti, které mimo jiné souvisi
i srozvojem neurodegenerativhich onemocnéni. Kinetin ukazuje slibné vysledky
a uplatnéni i v kosmetickém pramyslu a jako potencionalni l1ék na rizna onemocnéni

v ramci celého lidského organismu.

Teoretickd c¢ast prace byla vénovana shrnuti poznatkll a vlastnosti kinetinu
se zaméfenim na jeho biologicky ucinek u savcl i ¢lovéka. Posledni kapitola teoretické
casti byla zaméfena na cirkadianni rytmus, jeho propojeni s fyziologickymi
a patofyziologickymi procesy v nasem téle. Cilem experimentalni ¢asti bylo rozSifeni
stavajici knihovny o aktivnéjsi derivdty odvozené od kinetinu a jejich
fyzikalné-chemicka charakterizace. V ramci biologického testovani byla ovérena

schopnost pfipravenych derivat(i modulovat periodu cirkadiannich hodin.

Vzhledem k rdznorodym ucinkim kinetinu jako potencionalniho léciva fady

onemocnéni mohou aktivnéjsi derivaty prinést novou nadéji na vylééeni rady chorob.
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2 Kinetin

Kinetin (Nf-furfuryladenin) je jeden z nejznaméjsich rostlinnych hormont patfici
do skupiny cytokinini. Po chemické strance se jedna o derivat adeninu, ktery na pozici
N obsahuje furanovy heterocyklus (Obr. 1) (Strong a kol., 1965).
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Obr. 1: Molekula kinetinu.

Cytokininy jsou rostlinné hormony, které byly objeveny v 50. letech 20. stoleti jako
latky (Miller a kol., 1955), které v pfitomnosti auxint podporuji déleni rostlinnych bunék
(Strong a kol., 1965). Kromé schopnosti stimulovat déleni rostlinnych bunék, podporuji
cytokininy také bunécny rast, vyvoj chloroplastd a morfogenezi nediferenciovanych
bunék a hraji tak klicovou roli v mnoha dulezitych fazich ristu a vyvoje rostliny. Podileji
se na regulaci rustu jak kofend, tak i zejména nadzemni ¢asti rostlin, potlacuji apikalni
dominanci, dale stimuluji kveteni, kli€¢eni semen, ovlivhuji transport zivin a vody
a zpomaluji senescenci (Werner a Schmilling, 2009). Existuji také dukazy,
Zze cytokininy reguluji metabolismus a morfologii rostlin béhem pusobeni
enviromentalnich stresovych faktord (Hirose a kol., 2008).

Z chemického pohledu se jedna o derivaty odvozené od purinové baze adeninu
s postrannim fetézcem v pozici N°. Podle jeho povahy se cytokininy rozdéluji na dvé
skupiny: isoprenoidni a aromatické. Mezi isoprenoidni cytokininy se radi
Ne-isopentenyladenin, cis/trans-zeatin a dihydrozeatin s nasycenym postrannim
retézcem (Obr. 2A). Mezi aromatické naopak patfi kinetin, Né-benzyladenin a topoliny
s hydroxyskupinou na benzylu v pozicich ortho, meta nebo para (Obr. 2B)
(Strnad, 1997).

V rostlinach se cytokininy nachazi v riznych formach (Obr. 2C), jako volné baze
(aktivni forma), nukleosidy, nukleotidy nebo N- €i O-cukerné konjugaty s glukézou nebo
xylézou (transportni a zasobni forma) (Spichal, 2012).
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Obr. 2: Struktury cytokininG adeninového typu a jejich metaboliti. A) isoprenoidni cytokininy;
B) aromatické cytokininy; C) metabolity cytokinind.

2.1 Historie a vyskyt kinetinu

Kinetin byl jako prvni cytokinin poprvé vyizolovdn a charakterizovan v roce 1955
z autoklavované DNA slediho spermatu jako aktivni latka se schopnosti stimulovat
cytokinezi rostlinnych bunék (Miller a kol., 1955). Dlouhou dobu se véfilo, ze kinetin
vznika pouze jako synteticky produkt pfi degradaci DNA (Hall a Ropp, 1955). V roce
1996 byl ale potvrzen jeho vyskyt v extraktu z kofenovych hliz rostliny Casuariana
equisetifolia, které vznikaji v dusledku symbidzy s bakterii rodu Frankia fixujici dusik
(Raman a Elumalai, 1996). Pfitomnost kinetinu byla detekovana také v kofenech
rostliny Cymbopogon martinii, kdy se mnozstvi kinetinu vyrazné zvysilo po inokulaci
arbulaskularnimi mykorhiznimi houbami rodu Glomus (Ratti a Jonardhanan, 1996).
Pozdéji byl kinetin a jeho nukleosid identifikovan i v Certsvém kokosovém mléce
z mladych kokosU (Ge a kol., 2005).

Pfitomnost kinetinu byla mimo jiné potvrzena i v jiny organismech nez v rostlinach.

Kinetin byl napfiklad detekovan v lidské moci pochazejici od pacientd s karcinomem
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plic (Barciszewski a kol., 2000) nebo v mozkové a jaterni tkani transgennich
laboratornich mysi trpicich familiarni dysautonomii (Shetty a kol., 2011).

Diky predeslym i vlastnim vysledkim Barciszewski a kol. (1997) prisel
s mySlenkou, ze pfitomnost endogenniho kinetinu je pravdépodobné vysledkem
oxidativniho stresu a ukdzal mozny mechanismus jeho vzniku (Obr. 3). Vlivem
kyslikovych radikalld mize dochazet kposkozeni DNA, konkrétné hydroxylaci
deoxyribosy na uhliku 5. Rozstépeni 5° a nasledné 3‘ cukr-fosfatové vazby vede
ke vzniku nenasyceného cukerného aldehydu, ktery po eliminaci pfipojené baze
poskytuje kliCovy intermediat furfural. Ten je schopen atakovat exocyklickou
aminoskupinu adeninu v DNA a vytvaret tak Schiffovu bazi, ktera po dehydrataci
a redukci umoznuje vznik kinetinu. Ten je z DNA pravdépodobné uvolfovan vlivem

opravnych mechanism( DNA (Barciszewski a kol., 1997a).
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Obr. 3. Navrzeny mechanismus biosyntézy kinetinu.
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3 Biologicky u€inek kinetinu u savcu

Ziskané znalosti o plsobeni kinetinu v rostlinnach vedly ke zkoumani jeho
protektivnich uc¢inkd i na jiné organismy, véetné clovéka. Bylo provedeno mnoho studii
zkoumajicich farmakologické ucinky kinetinu a dalSich cytokininl, kde byly prokazany
jejich protektivni u€inky u neurodegenerativnich, kardiovaskularnich a metabolickych

onemocnéni (Fathy a kol., 2022).

3.1 Kinetin a oxidativni stres

Oxidativni stres je definovan jako nerovnovdha mezi antioxidativnimi mechanismy
buriky a mnozstvim volnych radikal(l. Reaktivni kyslikové radikaly (ROS) jsou vysoce
reaktivni atomy nebo molekuly obsahujici nejméné jeden atom kysliku a jeden nebo
vice neparovych elekront a jsou produkovany v riznych endogennich i exogennich
procesech (Valko a kol., 2007). Do této skupiny latek se fadi zejména singletovy kyslik,
superoxidovy radikal (‘Oz), peroxid vodiku (H202) nebo hydroxylovy radikal (‘OH).
Jejich pusobenim dochazi k oxidacnimu poskozeni bunécnych makromolekul
(proteind, lipidd a DNA), coz miize mit za nasledek poskozeni, i ztratu jejich funkce
a rozvoj onemocnéni (Liguori a kol., 2018).

Antioxidacni aktivita kinetinu byla nejprve zpozorovana u rostlin, kdy kinetin v fadé
experimentl zvySoval aktivitu antioxidacnich enzym( jako je peroxidasa (Gaspar
a Xhaufflaire, 1996), katalasa nebo superoxiddismutasa a byl tak schopen potlacit
projevy oxidativniho stresu (Kar a Feierabend, 1984). Kinetin vykazuje podobné ucinky
i na zivocisnych burikach, chrani DNA keratinocyth vuci UVB zareni a zaroven snizuje
peroxidaci bunécnych lipid(i (McDaniel a kol., 2005).

Olsen a kol. (1999) publikovali, ze kinetin vyznamné chrani DNA proti oxidativnimu
poskozeni zprostfedkované Fentonovou reakci in vitro, pfi které vznika vysoce aktivni
a toxicky hydroxylovy radikél (Obr. 4). Pfitomnost kinetinu ve Fentonové reakci inhibuje
vznik 8-oxo-2‘-deoxyguanosinu v DNA v zavisloti na spravné koncentraci (100 pumol/l).
Mimo jiné bylo prokazano, ze kinetin je mnohem ucinngjsi v protekci DNA proti
oxidativnimu poskozeni nez adenin. Dlivod, proc je kinetin elektrochemicky aktivné;jsi

nez adenin, mize byt furfurylovy substituent na pozici Né (Olsen a kol. 1999).
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(A) (B) ©)

Obr. 4.: Predpokladany mechanismus ochrany DNA pomoci kinetinu. A) PoSkozeni DNA
ve Fentonoveé reakci. B) Kinetin vychytava hydroxylovy radikal a chrani DNA. C) Kinetin vaze zeleznaty
iont Fe?* a zabrariuje tvorbé hydroxylového radikalu. (Pfevzato z: Olsen a kol. 1999)

DalSi data ukazuji, ze kinetin chrani i proteiny proti oxidacnimu poskozeni
a zaroven zabrariuje tvorbé produktll pokrocilé glykace (Verbeke a kol., 2000).
Ty vznikaji pfi neezymatické glykaci bilkovin a jsou schopny modifikovat fyzikalni
a chemické vlastnosti biologickych struktur, coz mlize hrat roli v patogenezi riznych
onemocnéni (Baynes, 2000). Lipidy také podléhaji oxidacnimu poskozeni. Liu a kol.
(2011) prokazali, Ze kinetin pfi koncentraci 100 umo/l snizuje peroxidaci lipidu
u glidinich bunék astrocytl in vitro a chrani mysi mozky in vivo proti pusobeni
D-galaktozy.

Antioxidacni aktivita kinetinu byla mimo jiné prokazana i u kryokonzervace spermii
(Hashem a Eslami, 2016). Oxidativni stres je jedna z hlavnich pfi€in snizené kvality
spermii v prabéhu procesu zmrazovani a nasledného rozmrazovani. Béhem
experimentu bylo prokazano, ze kinetin jako antioxidant zlepSuje motilitu a viabilitu
spermii, integritu plazmatické membrany spermii a inhibuje peroxidaci lipidQ
u chlazenych beranich spermii (Hashem a Eslami, 2016). DalSi studie potvrdila
schopnost kinetinu zachovat spravnou strukturu a funkci psiho spermatu
po kryokonzervaci. Vysledky ukazaly, ze pfi optimalni koncentraci kinetinu (50 umol/l)
dochazi ke snizeni oxidaéniho poskozeni psiho spermatu, ke zvySeni exprese
anti-apoptotickych genl (BCL2) a protamin asociovanych genu (PRMZ2) a naopak
ke snizeni exprese pro-apoptotickych genl (BAX) a mitochondridlnich ROS genu
(ROMOT) (Qamar a kol., 2020).

Mechanismy ucinkd, které stoji za antioxidacni aktivitou kinetinu, jsou jednak
stimulace aktivity rady antioxidacnich enzymu (katalas, peroxidas, superoxiddismutas,
glutathionperoxidas, glutathionreduktas apod.), ale pravdépodobné i samotna struktura
a vlastnosti kinetinu. Jednou z moznosti je furanovy kruh, ktery je bohaty na elektrony
se schopnosti vazat ROS (Okada a kol., 1996). Dal$i zpUsob je tvorba komplexu
kinetinu sionty nékterych kovl, napfiklad s Cu?, kdy vznikly komplex ma

superoxiddismutasovou aktivitu (Parvez a kol., 1990).
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3.2 Kinetin a starnuti

Starnuti (angl. aging) je proces, ktery probiha v ramci celého zivota jakéhokoliv zijiciho
organismu. Dochazi pfi ném k postupnym progresivnim zménam vlivem vnitfnich
i vnéjSich faktorl, které vedou ke ztraté biologickych a fyziologickych funkci tkani
a organu (Baynes, 2000). Jedna z teorii starnuti fika, Ze volné radikaly jsou hlavnim
faktorem vtomto procesu, ktery je zpUsoben akumulaci pos$kozeni biologickych
molekul vlivem oxidativniho stresu (Lin a Beal, 2003).

Schopnost zpomalovat starnuti je jedna =z vlastnosti, ktera byla prokazana
i u kinetinu. Rattan a Clark v roce 1994 pozorovali pozitivni ucinek kinetinu pfi kultivaci
lidskych koznich fibroblastl. Kinetin byl schopen oddalit nastup starnuti a snizit
mnozstvi jeho projevll, které se objevovaly pfi pasazovani bunék. Aplikace kinetinu
ovlivnila rychlost rlistu, morfologické zmény a velikost bunék, usporadani cytoskeletu,
a také syntézu makromolekul (Rattan a Clark, 1994). Kinetin také zpomaluje starnuti
endotelovych bunék, zvySuje jejich proliferaci a metabolickou kapacitu. Starnuti
endotelovych bunék snizuje integritu a elasticitu krevnich cév, coz mlze vést k rozvoiji
kardiovaskularnich chorob jako ateroskler6za, hypertenze, mozkova mrtvice
a srdecni selhani (Lee a kol., 2006). Kromé fibroblast(i a endotelovych bunék byla
schopnost zpomalovat starnuti prokazana i u lidskych keratinocytd v in vitro
podminkach (Berge a kol., 2008). Kinetin podporuje diferenciaci keratinocytd
indukovanou vapenatymi ionty, jez v pribéhu kultivace diky bunécnému starnuti
v in vitro podminkach postupné klesa.

Pfiznivé ucinky kinetinu na kozni bunky vedly k mySlence jeho vyuziti
v kosmetickych pfipravcich pfi pééi o plet a v dermatologii. Cetné studie lokalni
aplikace kinetinu pro ucely péce o plet byly zkoumany na zvifecich modelech,
ale i vklinickém testovani na dobrovolnicich (Fathy a kol., 2022, McCullough
a Weinstein, 2002, Wanitphakdeedecha a kol., 2015). Jeden ze znamych produktl
obsahujici kinetin 0,1% je krém Kinerase. Jeho bezpecnost a u€inek byly prokdzany
v nékolika klinickych studiich. Krém Kinerase je dobre tolerovan, hydratuje a zlepSuje
texturu pokozky, redukuje hyperpigmentaci (Cetnost pih a hnédych skvrn) a zarudnuti
pleti (McCullough a Weinstein, 2002), dale vyhlazuje vrasky zpUsobené starnutim
a pusobenim slunce (Wanitphakdeedecha a kol., 2015). Za kratkou zminku stoji
i kosmeticky produkt Pyratine, jehoz ucinnou latkou je derivat odvozeny od kinetinu
6-furfurylamino-9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-9H-purin  (KTHP), a na jehoz vyvoiji
se podilela Laboratof rustovych regulatorll v Olomouci. Je zndm jako krém proti

starnuti pleti, ktery redukuje jemné i hluboké vrasky, zjemnuje a minimalizuje
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hyperpigmentaci pokozky a zlepSuje i pfiznaky erytému a akné (McCullough a kol.,
2008).

Uginky kinetinu, které souvisi se starnutim nejsou omezeny pouze na bunky
¢i tkané, ale jsou schopny se projevit i na urovni celého organismu. Bylo prokazéno,
ze kinetin prodluzuje zZivotnost ovocnych musek Zaprionus paravittiger (Sharma a kol.,
1995) i hlistic Caenorhabditis elegans (Kadlecova a kol., 2018).

3.3 Neuroprotektivni aktivita kinetinu

Mezi dalSi projevy starnuti a poSkozeni organismu se radi rozvoj neurodegenerativnich
onemocnéni, kterd jsou charakterizovana postupnou degeneraci a odumirdnim
neuront. Moznosti IéCby neurodegenerativnich onemocnéni jsou pomérné omezené,
ale nékteré probihajici studie davaji nadéji na objeveni novych moznosti, jak tyto
nemoci vylécit (Richardson a kol., 2024). Kinetin vykazuje slibné vysledky v nékolika
studiich zamérfujicich se na lé€bu familiarni dysautonomie a neurofibromatézy typu I.,

dokonce i Parkinsonovy a Huntingtonovy choroby.

3.3.1 Familiarni dysautonomie

Familiarni dysautonomie, nékdy nazyvana i Riley(iv-Daylv syndrom, je dédi¢na
autonomni vegetativni neuropatie lll. typu s nejvétsi prevalenci u askenazskych Zidd.
Pri¢inou onemocnéni je bodova mutace (zaména thyminu za cytosin) v misté sestfihu
pre-mRNA v genu IKBKAP, kiterd vede ke snizeni ucinnosti sestfihu a v transkriptu
IKBKAP pre-mRNA Kk preskoCeni intronu 20 a vystfizeni exonu 20. Vysledkem
translace této mRNA je dysfunkéni zkraceny protein IKAP (Obr. 5). Vlivem mutace
dochazi ke $patnému vyvoji senzorickych a autonomnich neuroni odpovédnych
za vegetativni funkce. Klinické projevy onemocnéni jsou poruchy termoregulace
a vnimani bolesti, nestabilni krevni tlak, potize s polykdnim, dysfunkce zazivaciho
traktu a dal$i (Norcliffe-Kaufmann, 2017).

V roce 2004 Slaugenhaupt a kol. objevili, ze kinetin je schopen korigovat defektni
sestfih pre-mRNA genu IKBKAP a vyrazné tak zvySovat mnozstvi funkéniho
nezkraceného (wild-type WT) IKAP proteinu. Nasledna studie ukazala, Ze pro
opravnou aktivitu kinetinu je dllezitd CAA sekvence na 5° konci exonu 20, a Ze kinetin
je do jisté miry schopen korigovat chybny sestiih pre-mRNA i dalsich genl obsahujici
tuto sekvenci, napfiklad i genu NF1 zplsobujiciho neurofibromatézu 1. typu (Ars a kol.,

2000). Charakteristickym znakem tohoto onemocnéni je vyskyt tzv. ,café au lait spots*
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(svétle hnédé skvrny na kuzi) a nezhoubnych nador(i neurofiborom(i (Friedman, 2022).
Hims a kol. (2007) publikovali, ze kinetin uspésné moduloval sestfih pre-mRNA,
kdy doSlo k inkluzi exonu 36.

Uginky kinetinu korigovat defektni sestfih pre-mRNA IKBKAP genu byly v pribéhu
let ovéfeny v radé studii, napfiklad na pluripotentnich (iPSC) (Lee a kol. 2009)
a mesenchymalnich kmenovych bunkach (OE-MSC) (Boone a kol., 2012), in vivo
u transgennich mysi s vloZzenou sestiihovou mutaci IKBKAP genu (Shetty a kol., 2011).
Na zakladé téchto zjisténi kinetin postoupil do klinickych studii a stal se nadéji

pro [é¢bu tohoto neurodegenerativnino onemocnéni (www.clinicaltrials.gov).

IKBKAP pre-mRNA

. \\T| Exon 19 , Exon 20 h Exon 21 ﬁ 3
intron 19 intron 20
Sestiih
/ pre-mRNA \
Wild-typ Familiarni dysautonomie
Exon 20
Exon 19
L Exon 20 | B
.. Exon 20
intran 19@
intron 20 ‘
Wild-typ mRNA Mutantni mMRNA
Exon 18 Exon 20 Exon 21 '_\\ Evon 1o Exon 21
1 i
&,
‘fﬁ > i f"-& Zkraceny dysfunkéni protein
\/
Funkéni protein

Exon  Spliceosom Mutace
intron exon 20

Obr. 5: Schématicky diagram sestiihu pre-mRNA u genu IKBKAP. (Pievzato z: Norcliffe-Kaufmann,
2017)
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3.3.2 Neurodegenerativni enemocnéni

Poskozeni nebo ztrata specifickych neuronli souvisi s rozvojem neurodegenerativnich
poruch jako jsou Parkinsonova, Huntingtonova a Alzheimerova choroba (Liang a kol.,
2023). Oxidativni stres a dysfunkce mitochondrii patfi mezi hlavni faktrory ovlivhujici
patofyziologické procesy vedouci k neurodegeneraci (Olufunmilayo a kol., 2023).

Parkinsonova choroba je druhé nejCastéjSi progresivni neurodegenerativni
onemocnéni, které souvisi s Ubytkem dopaminergnich neurontl v ¢asti mozku nazvané
Substantia nigra. Ubytek neuronti produkujici dopamin vede k postupné ztraté regulace
hybnosti pacienta. Jednim z charakteristickych znakl patogeneze tohoto onemocnéni
je porucha funkce mitochondrii. Hlavni faktor, ktery vede knaruseni funkce
mitochondrii, je mutace u enzym0O PINK1 (PTEN-indukovana kinasa 1) a Parkin
(ubiquitinligasa), které hraji dulezitou roli pfi reparaénim mechanismu mitochondrii
a rozhoduji o jejich degradaci (Blagov a kol., 2022). Kinetin ukazal slibné vysledky jako
aktivator PINK1, protoze jeho metabolit kinetinribosid-5*trifosfat (KTP) (Obr. 6), ktery
je analogem ATP, je schopen zvysit aktivitu PINK1 (Hertz a kol., 2013). Pfi testovani
neuroblastomovych bunék SH-SY5Y osSetfenych kinetinem (50 umol/l) doslo ke zvy$eni
aktivity PINK1 i ligasy Parkin a zaroven ke snizeni apoptdzy bunék. Neuroprotektivni
aktivita byla prokdzana i u derivdtu odvozeného od kinetinu. Gonzalez a kol. (2021)
publikoval protektivni ucinek kinetinu-3-glukosidu u SH-SY5Y bunék. Kinetin se tedy
jevi jako nadéje v boji proti Parkinsonové chorobé u pacientl s mutacemi v enzymech
PINK1 a Parkin.

Nl)\IN\> PRPP APRT NIJ\TLN\> I/%[N\>
+ R —
kN/ N ‘ Q. o NN || Q O\\ NZ N
- R , P
PP o0 \.- 1
Kinetin o koﬂ o o o o™ ko?l
OH OH KTP OH OH

Obr. 6: Biotransformace kinetinu na kinetin-9-ribosid-5-trifosfat (KTP). Kinetin je nejprve u€inkem
adeninfosforibosyltransferasy (APRT) pieveden na kinetin-9-ribosid-5-monofosfat, kde jako donor
fosforibosy slouzi 5'-fosforibosylpyrofosfat (PRPP) a dale ¢innosti endogennich enzymut na KTP.

V dalSi studii byl prokazan protektivni ucinek kinetinu v modelovych systémech
Huntingtonovy choroby (HN) (Bowie a kol., 2018). Jedna se o autosomalné dominatné
dédiéné onemocnéni charakterizované poruchou motoriky, ztratou kognitivnich funkci

a rozvojem demence. Za vznik onemocnéni je zodpovédna mutace v HTT genu, ktery
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kdduje protein huntingtin. Pfi€inou mutace je abnormélni zmnozeni tripletu CAG
(cytosin-adenin-guanin, kodon pro glutamin), neboli polyglutaminova porucha.
K projevu onemocnéni dochazi, pokud méa pacient vice nez 40 CAG repetic. Existuje
ur€ita pravdépodobnost, ze €im vic repetic CAG jedinec ma, tim dfive onemocnéni
propukne. LéEba v sou€asné dobé neexistuje, proto se zkoumaji latky, které by mohly
mit neuroprotektivni ucinek i v rdmci tohoho onemocnéni (Nittari a kol., 2023). Védci
zjistili, ze kinetin ovliviuje fosforylaci N17 mutantni huntigton domény, ktera hraje roli
v progresi tohoto onemocnéni. Kinetin v modelovém systému HN na mysich bunkach
ze striata zvySuje fosforylaci domény N17. Mechanismus fosforylace je zavisly
na mnozstvi ATP, jehoz hladiny jsou u pacientl s HN vyrazné snizeny. Kinetin slouzi
jako prekurzor pro vznik KTP, ktery je donorem fosfatli pro kaseinkinasu 2, ktera
fosforyluje doménu N17, a tim chrani buriky pfed poSkozenim (Bowie a kol., 2018).

Za zminku stoji i neuroprotektivni ucinek kinetinu jako kandidata na |écbu
Alzheimerovi choroby. Vysledky studie ukazaly, ze kinetin je schopen chranit mysi
hippokampalni neurony HT22 proti oxidaénimu stresu vyvolanému plsobenim
glutamatu, kdy doslo ke snizeni hladin ROS a Ca?* uvnitf bunék, zachovani normalni

funkce mitochondrii a ke snizeni po&tu apoptotickych bunék (Wei a kol., 2018).

3.4 Kinetin a cirkadianni rytmus

Cirkadianni rytmus je dllezity mechanismus, ktery reguluje chovani a obrovské
mnozstvi fyziologickych a metabolickych procesd v nasem téle s 24hodinovou
rytmicitou. Naruseni tohoto mechanismu je spojeno s rozvojem rdznych onemocnéni
jako jsou neurodegenerativni choroby, metabolické, kardiovaskularni nebo i nadorova
onemocnéni (Gaikwad, 2018).

U savch vcetné clovéka jsou cirkadiani rytmy fizeny centralnim oscilatorem,
ktery je ulozen v suprachiasmatickych jadrech (SCN) hypotalamu (Maywood a kol.,
2020). SCN jsou primarné synchronizovana svételnymi podnéty
z retinohypotalamického traktu, kitery je propojuje s fotosenzitivnimi gangliovymi
burkami sitnice. Nasledné SCN pomoci neuronalnich a humoralnich signall reguluje
rytmy v jednotlivych perifernich tkanich a umozniuje jejich adaptaci na ¢asové zmény
okolniho prostfedi (Chen a kol., 2018). Molekularni podstatou cirkadianniho rytmu jsou
transkripné-translacni zpétnovazebné smycky mezi hodinovymi geny a jejich proteiny
(Takahashi, 2017). Molekularni smy¢ky jsou tvofeny transkripénimi aktivatory (BMALT,
CLOCK a ROR) a represory (CRY1, 2, PER 1, 2 a REV-ERBa). Transkripéni aktivatory
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indukuji transkripci represord vazbou k E-boxu v jejich promotorovych sekvencich.
Represory PERs/CRYs po vstupu do jadra inhibuji aktivatory CLOCK/BMAL1
a zaroven jsou substratem pro posttransiacni modifikace (fosforylace pomoci
kaseinkinas CSNK10/e) a fizenou proteinovou degradaci v proteasomu. Kdyz jejich
hladina klesne dostate¢né, aktivatory CLOCK/BMAL1 se uvolni a cyklus zagind znovu

s 24hodinovou periodicitou (Obr. 7).

CYTOPLAZMA

i _CRE Perl/Per2 —_— m

AVAVAY

AVaVaN vystupni rytmické procesy

Obr. 7: Transkripéné-translaéni zpétnovazebna smycka cirkadianniho rytmu. (Prevzato z: Pacesova
a kol., 2019)

Nesoulad mezi vnitfnimi cirkadiannimi hodinami a pfirozenym cyklem svétlo-tma
v disledku moderniho uspéchaného zivotniho stylu (nepravidelny pfijem potravy
a nepravidelny spanek, prace na smény, pasmova nemoc a socidlni jet-lag) mize vést
k naruseni vnitfni homeostaze a rozvoji riznych patologii (Abott a kol., 2020), coz bylo
demonstrovano i na zvifecich modelech. Laboratorni mysi s deficitem BMAL1 maji
snizenou délku zivota vlivem pred€asného stamuti a zaroven u nich byly v nékterych
tkanich  stanoveny vy8Si hladiny ROS (Kondratov a kol, 2006).
U laboratornich myS$i s mutaci v transkripénim faktoru CLOCK dochazi k rozvoji obezity
a metabolického syndromu z diivodu narusené energetické bilance (Turek a kol., 2005)
a pfi deficitu genu PERZ2 se mysi stavaji nachylnéjsi k rakoviné (Fu a kol., 2002).

U lidi je zndmé onemocnéni, které pfimo souvisi s bodovou mutaci genu PERZ2
a CSNKIbd. Jedna se o syndrom familiarni pokrocCilé spankové faze (FASPS), kdy
vlivem mutace dochazi ke zkraceni cirkadianni periody zhruba o 2 hodiny. Mezi dalSi
poruchy cirkadianniho rytmu, které pfimo souvisi s dysfunkci a nesouladem

cirkadiannich hodin, patfi syndrom zpozdéné faze spanku, syndrom nepravidelné
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spankové faze, dale syndrom volné bézici spankové faze, pasmova nemoc neboli
jet-lag a porucha spanku a bdéni pfi sménném provozu (Jones a kol., 2013). Naruseni
cirkadiannich hodin zvysuje rozvoj riznych onemocnéni. Studie ukazuji, ze u pacient(]
s neurodegenerativnim onemocnénim jako Alzheimerova choroba, Parkinsonova
nebo Huntigtonova choroba, dochazi ke zhorSené expresi hodinovych gend,
ke zménam faze a snizeni amplitudy, dale ke snizeni hladiny melatoninu a ke zvySeni
oxidaéniho stresu v mozkové tkani (Musiek a kol., 2015). Zajimavé je, ze tyto pfiznaky
se objevuji dfive, nez dojde krozvoji onemocnéni, proto by jejich &asna diagnéza
mohla pomoci v€asnému zahajeni |écby (Fishbein a kol., 2021). Bylo publikovano
i propojeni mezi dysfunkci cirkadiannich hodin s psychiatrickymi onemocnénimi, v€etné
schizofrenie, depresivni poruchy, bipolarni a sezénni afektivni poruchy (Walker a kol.,
2020). Cirkadianni dysregulace mize mimo jiné pfispivat i k rozvoji metabolického
syndromu a diabetu 2. typu (Maury, 2020), pribyvaji i dikazy o Uzkém propojeni
dysfunkénich cirkadianich rytmd a rakoviny (Liu a kol., 2022). Napfiklad hodinové geny
PER?2 hraiji dulezitou roli pfi kontrole proliferace bunék a jejich zvysena exprese mize
vést kindukci apoptézy a inhibici maligni transformace bunék. Bohuzel v pfipadé
nadorovych bunék je exprese PER2 snizena (Liu a kol., 2022).

Mezi sou€asnymi moznostmi I€Cby, zejména spankovych poruch, dominuje terapie
jasnym svétlem o vysoké intenzité (od 2500 luxd) v presnych c¢asovych intervalech
(Zhu a Zee, 2012). DalSi moznosti je pouziti melatoninu, ktery by mél pomoci
s usinanim a udrzenim spanku, ale je ucinny jen u nékterych pacientli (Zee a kol.,
2013). V priibéhu let byly identifikovany malé intracelularni molekuly jako NAD, hem
nebo cAMP, které jsou schopny rlznymi mechanismy modulovat cirkadianni rytmy.
Prohledavani rozsahlych knihoven malych syntetickych latek nasledné vedly
k identifikaci novych modulatord cirkadiannich rytmt (Cha a kol., 2019) a v sou¢asnosti
je znama cela paleta latek, které jsou schopny cilit pfimo na kliCcové komponenty
hodinového jadra, regulacni kinasy, jaderné receptory nebo DNA topoisomerasy, které
se podileji na rytmické genové expresi (Obr. 8) (shrnuto v He a Chen, 2016).
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Obr. 8: Mozné molekularni cile s vyétem doposud znamych modulatori cirkadianniho rytmu
u transkripéné-translacni zpétnovazebné smycky cirkadianich hodin. (Pfevzato z He a Chen, 2016)

Na dvou modelovych bunéénych liniich U20S (bunky lidského osteosarkomu)
a NIH3T3 (mysi embryondlni fibroblasty) obsahujicich BMAL1:LUC, respektive
PER2:LUC reportérovy systém bylo demonstrovano, ze kinetin je schopen v zavislosti
na koncentraci prodluzovat periodu cirkadianniho rytmu (Voller a kol., PV 2019-757).
Strukturné je kinetin pfibuzny se dvéma dalSimi, jiz dfive identifikovanymi modulatory
cirkadianniho rytmu a to roskovitinem (Isojima a kol., 2009) a longdaysinem (Hirota
a kol., 2010) (Obr. 9). Obé tyto latky vyrazné prodluzuji periodu cirkadianniho rytmu,
interaguji se stejnym molekularnim cilem, kterym je kaseinkinasa 16 (CSNK 10),

a inhibuif jeji aktivitu.
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Obr. 9: Chemicka struktura (R)-roskovitinu a longdaysinu v porovnani s kinetinem.

Posttransla¢ni modifikace klicovych komponent cirkadiannich hodin jsou dllezité
stejné jako jejich transkripéni regulace, nebot pomahaji v jemném ladéni cirkadiannich
rytmuU prostiednictvim regulace jejich subcelulami lokalizace, aktivity nebo degradace
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(Gallego a Virshup, 2007). Vyznamnou roli v tomto procesu hraje pravé kaseinkinasa
10, ktera je schopna prostrednictvim protein-proteinové interakce vytvaret s PER
stabilni komplex a katalyzovat jeho fosforylaci. PER proteiny jsou soucéasti negativni
zpétnovazebné smycky cirkadiannich hodin a jejich rytmicka exprese a fosforylace
definuje v cirkadiannim cyklu denni dobu. PER funguje v burnce jako adaptorovy
protein, diky némuz je CSNK1d po asociaci CSNK18/PER s CRY
a translokaci celého komplexu do jadra schopna regulovat transkripCni aktivitu
CLOCK/BMALA1 (hyper)fosforylaci CLOCK (An a kol., 2022).

Jak bylo demonstrovano v teoretické casti této prace, kinetin jako multiaktivni
molekula vykazuje fadu pozitivnich ucink( jak na rostlinné, tak zivocisné buriky nebo
celé organismy. Nékteré dalsi studie naznacuji, ze strukturni modifikace kinetinu
pfipadné vhodna substituce muze tyto benefitni Ucinky jesté podporit. Prikladem mUize
byt u téchto latek antisenescenéni aktivita (Mik a kol., 2011), antioxidacni aktivita
a neuroprotekce (Makova a kol., 2021) nebo vliv na cirkadianni rytmus (Dokonalova,
2019).
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4 Material a metody

4.1 Chemikalie

Pouzity vychozi material byl pofizen z komerénich zdroji (VWR, Acros Organics,
Sigma Aldrich, Fluka, Enamine, Invitrogen, SERVA, Olchemim atd.). Pfi syntéze
derivatl byly pouzity nasledujici chemikalie a rozpoustédia: diisopropyl azodikarboxylat
(DIAD), trifenylfosfin  (PhsP), N,N—diisopropylethylamin (DIPEA), deuterovany
dimethylsulfoxid (DMSO-ds), diethylether (Et2O), cyklopentanol, oxolan-3-ol,
2-propoxyethanol, 3-chloropentan, 3-chlorocyklopentan, chloromethyl-methyl ether,
chloroethyl-methyl  ether, 2-chloroethyl-ethylether,  oxetan-3-ylmethyl  chlorid,
33% methylamin v absolutnim ethanolu, 5,6M dimethylamin v absolutnim ethanolu,
N,N—dimethylformamid (DMF), 2-aminoethyl(methyl)amin, (2-dimethylamino)ethylamin,
ethan-1,2-diamin, 2-aminoethanol, tetrahydrofuran (THF), triethylamin (EtsN),
trifluoroctova  kyselina (TFA), furfurylamin, morfolin, propylamin, dipropylamin,
benzylamin, pyrrolidin, hexan-1,6-diamin, 3-methoxypropylamin,  6-chlorpurin,
2,6-dichlorpurin, 2-fluor-6-chlorpurin. B&zné pouzivané chemikalie jako chlorid sodny,
bezvodny siran sodny, uhli¢itan draselny, hydrogenuhliitan draselny a rozpoustédla
ethyl-acetat (EtOAc), diethylether, petrolether 40-65 °C (PE), methanol (MeOH),
chloroform, n-propanol (n-PrOH) a toluen byla zakoupena od firmy Lach:Ner. Kinetin,
2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9H-purin-6-amin  (2-chlorkinetin), 2,6-dichlor-9-(furan-3-
ylmethyl)-9H-purin (VIl) a N-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-9 H-purin-6-
amin byly pfipraveny Mgr. Vaclavem Mikem, Ph.D. DMF a EtOAc byl vysuSen stanim
nad aktivovanym molekulovym sitem 3 A (20% m/v) po dobu minimainé 72 hodin
pod chlorkalciovym uzavérem (Bradley a kol., 2010). Suchy THF byl pfipraven destilaci
ze smési THF, sodik a benzofenon. V cirkadiannim testu bylo pouzito Dulbecco’s
Modified Eagle Medium DMEM (Invitrogen), fetalni sérum, Penicilin/Streptomycin
roztok, GlutaMAX, HEPES a Luciferin-EF. V testu inhibice CSNK10 bylo pouzito:
[y->*P]JATP-MP, enzym CSNK10, substrat casein (1mg/ml), DTT, 85% kyselina
fosforecna, 96% ethanol, MOPS (Sigma Aldrich).

4.2 Biologicky material

V experimentu byla pouzita buné&éna linie U20S (bunky lidského osteosarkomu,
ATCC® HTB-96™) s BMAL1:LUC reportérovym systémem, ktery byl transdukovan
pomoci lentivirovych c¢astic (poskytnuta Dr. Martinem Sladkem, Fyziologicky uUstav
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AV CR). Na kultivaci bunék bylo pouzito ristové médium DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) obsahuijici glukézu 5 g/l, 2mM L-glutamin, 10% fetalni teleci sérum,
antibiotika (penicilin 100 U/ml a streptomycin 100 pg/ml) a buriky byly kultivovany
za standardnich kultivacnich podminek (5,5 % CO», 37 °C) se subkultivaci kazdé
2-3 dny.

4.3 Metody

Nize je popsano, jaké analytické metody byly pouzity. Pomoci chromatografie na tenké
vrstvé (TLC) byl sledovan pribéh reakci. TLC byla provadéna na hlinikovych
desti¢kach se silikagelem 60 A s flurorescenénim indikatorem Fass (VWR) s pouzitim
mobilnich smési CHCIs/MeOH (9:1, v/v) nebo PE/EtOAc (1:1, v/v). Skvrny
na destickach byly detekovany UV svétlem pomoci UV lampy Camag (254 nm
a 365 nm) nebo byly pouzity vizualizaéni €inidla 6% vanilin (3,2 g vanilinu, 200 ml
96% ethanol, 1 ml koncentrované CH3COOH, 2 ml koncentrované H>SO.)
a manganistan draselny (2 g KMnQOy4, 20 g K2CO3, 5 ml 5% KOH, 300 ml H:0).
Sloupcova chromatografie a preparativni HPLC byly pouzity na precisténi
pfipravenych latek. Sloupcova chromatografie byla provadéna ve sklenénych kolonach
na silikagelu Davisil LC60A 40-63 um nepravidelného tvaru (VWR) s mobilni smési
CHCI3/MeOH nebo PE/EtOAc s gradientovou eluci, popfipadé izokraticky s vyuzitim
Et2O. Preparativni HPLC byla provedena na pfistroji 1260/1290 Infinity Il LC/MSD
(Agilent Technologies) na koloné Agilent 5 Prep-C18 (50 x 21,2 mm nebo
100 x 21,2 mm, velikost €astic 5 pm) s pouzitim H>O nebo 0,1% CHsCOOH jako
rozpoustédla A a MeOH nebo CH3CN jako rozpoustédla B s pratokem 20 mi/min.
Spektrofotometricka Cistota a molekulova hmotnost pfipravenych latek byla
ovéfena pomoci systtmu ACQUITY UPLC® H-Class (Waters) s detektorem
s diodovym polem ACQUITY UPLC PDA (Waters) a stolnim hmotnostnim
spektrometrem s jednoduchym kvadrupdlem QDa (Waters). Vzorky byly rozpustény
v DMSO (1 mg/100 pl) a dale 1000x nafedény do MeOH. Vzorky o objemu 10 pl byly
nastfiknuty na kolonu s reverzni fazi Symmetry C18 (150 mm x 2,1 mm x 3,5 ym,
velikost ¢astic 5 um, Waters) a separovany pfi pritoku 0,2 ml/min gradientovou eluci
(0 min-90 % A; 24 min - 10 % A; 35 min - 10 % A; 36 min - 90 % A; 45 min - 10 % A).
Na konci gradientu byla kolona reekvilibrovana na vychozi podminky. Jako
rozpoustédlo A byla pouzita 15mM kyselina mravenci (pH 4,0) a rozpoustédlem B byl
MeOH. Analyty byly detekovany v PDA detektoru v rozsahu skenovani 190-500 nm

s rozliSenim 1,2 nm a nasledné v hmotnostnim spektrometru s iontovym zdrojem
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v podobé elektrospreje s ionizaci v pozitivni moédu (ESI*, teplota zdroje 110 °C, napéti
na kapilafe +3.0 kV, napéti na vstupnim kuzelu +20 V, desolvataéni teplota 250 °C).
Dusik byl pouzit jako susici (50 I/h) i zmlzujici (500 I/h) plyn. Jednotlivé ionty byly
detekovany ve FULLSCAN moédu v rozsahu 50-1000 m/z a analyzovadny pomoci
softwaru MassHunter.

Struktura pripravenych latek byla potvrzena zméfenim spekter pomoci nuklearni
magnetické rezonance (NMR) na spektrometru ECA-500 (Jeol, frekvence 500 MHz
pro 'H a 125 MHz pro '*C) nebo na NMR spektrometru ECZ/R 400 (Jeol, frekvence
400 MHz pro 'H, 100 MHz pro '*C a 375 MHz pro '°F). Jednotlivé vzorky byly
rozpustény v DMSO-ds a chemické posuny byly kalibrovany na signal rozpoustédia
(DMSO-ds; 2,49 ppm pro 'H; DMSO-ds 39,5 ppm pro '°C) a chemické posuny
ve '°F spektrech byly kalibrovany na CCIsF (0 ppm).

4.4 Syntéza

4.4.1 Funkcionalizace purinového heterocyklu v pozici N9

Y Y
NN A, B nebo C N7 XN R: %
S S i
X)\N/ N X)\N/ N 0
R

LI, v I, v

Metoda A Metoda B Metoda C /:C\

l: X=H, Y=CLR VEX=Cl, Y=CL,R 1:X=H, Y=FuAm, R
II: X=H, Y=CIR 2:X =H, Y = FuAm, R
m: X=cl,Y=ClR 3:X=H, Y = FuAm, R 0\ f\/o\/
IV: X=Cl,Y=CIl,R 4:X=H, Y =FuAm, R 2.9 3,10
V: X=F, Y=CI,R 5:X =H, Y = FuAm, R
8:X = Cl, Y = FuAm, R f‘{/\o/\ f\/\/ UN
9: X =Cl, Y =FuAm, R
10: X = Cl, Y = FuAm, R 4,12
11: X = Cl, Y = FuAm, R o \/\C\
12: X = CI. Y = FuAm, R A0 o
13: X = Cl, Y = FuAm, R 1 13

Schéma 1: Obecny postup syntézy N9-derivata kinetinu. Metoda A - Mitsunobuova alkylace: R-OH,
PPhs, DIAD, THF, lab. tepl., 1 h. Metoda B - hydroamice: 3,4-dihydro-2H-pyran, TFA, EtOAc,
0 °C - lab. tepl, 2 h; Metoda C - alkylace alkylhalogenidem: R-CI/Br, DMF, K>CQOs, lab. tepl., 24 h.
FuAm — furan-2-ylmethylamino.
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Metoda A — Mitsunobuova alkylace (meziprodukty I-V)

DIAD (2 ekv.) byl pfikapan za laboratorni teploty pod inertni argonovou atmosférou
do suspenze 6-chlorpurinu/2,6-dichlorpurinu v suchém THF (0,15M) s pfislusnym
alkoholem R-OH (2 ekv.) a trifenylfosfinem (2 ekv.). Reakéni smés byla michana 1 h
za laboratorni teploty a nasledné zakoncentrovana za snizeného tlaku. Vétsina
trifenylfosfinoxidu (PhsPO) byla odstranéna krystalizaci z toluenu. Filtraty byly
zakoncentrovany za snizeného tlaku a produkt byl precistén sloupcovou chromatografii
s vyuzitim mobilnich f4zi CHCIls/MeOH (100:0, v/v), PE/EtOAc (5:1, v/v) s gradientem
polami slozky, isokraticky pomoci Et-O, pfipadné ziskan po rekrystalizaci z MeOH.
V nékterych pfipadech bylo k odstranéni trifenylfosfinoxidu z reakce pouzito vysrazeni
pomoci ZnCl, (Batesky et al., 2017). K odparku reakéni smési rozpusténé v EtOAc byl
prfidan ZnClz (2 ekv.) a vznikla suspenze byla michana za laboratorni teploty pfes noc.
Zinecnaty komplex trifenylfosfinoxidu v podobé bilé srazeniny byl odfiltrovan a filtrat byl

po zakoncentrovani pouzit k purifikaci pomoci sloupcové chromatografie.

Metoda B — Hydroaminace 3,4-dihydro-2H-pyranem (meziprodukt VI)

TFA (1,2 ml, 15,87 mmol) byla pfikapana k suspenzi 2,6-dichlorpurinu (2 g,
10,58 mmol) a 3,4-dihydro-2H-pyranu (1,3 ml, 13,76 mmol) v suchém EtOAc (16 ml)
vychlazené v ledové lazni. Po pfidani TFA byla reakéni smés pozvolna vytemperovana
na laboratorni teplotu a michana dalsi 2 h. Reakéni smés byla poté znovu vychlazena
v ledové lazni a jeji pH bylo upraveno roztokem amoniaku (28% vodny amoniak/H20 —
3:2, v/v) na pH 7-8, pfi€emz do$lo k vypadnuti pevné latky. Ta byla Zfiltrovadna, promyta
vychlazenym EtOAc a vodou a vysuSena pfi 50 °C. Druhy podil produktu byl ziskan
extrakci filtratu EtOAc. Spojené organické frakce byly promyty solankou, vysuseny
nad NazSOs, Zfiltrovany a odpafeny za snizeného tlaku. Odparek byl purifikovan
pomoci sloupcové chromatografie s pouzitim mobilni smési PE/EtOAc (5:1, v/v)
s gradientem EtOAc.

Metoda C - Alkylace alkylhalogenidy s pouZitim K>COsjako baze (produkty 1-5, 8-13)

Suspenze kinetinu/2-chlorkinetinu v suchém DMF (0,15M) s K>COs (2,5 ekv.) byla
20 minut michana pod argonovou atmosférou za laboratorni teploty. Nasledné bylo
do reakCéni smési prikapano pfislusné alkylaéni €inidlo (1,2 ekv.) a reakce probihala
24 h pfi laboratorni teploté. Po ukonceni reakce byla reakéni smés nalita do studené
vody a extrahovana do EtOAc. Spojené organické frakce byly promyty solankou,
vysuSeny nad NaxSQ,, Zfiltrovany a zakoncetrovany pomoci vakuové odparky. Ziskany
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surovy produkt byl precistén sloupcovou chromatografii s pouzitim mobilni faze

chloroform/methanol (100:0, v/v) s gradientem polarni slozky.

4.4.2 Funkcionalizace purinového heterocyklu v pozici C6

cl NH 6, 14, 18 7,15
NN D nebo E NTX—N
)'\):E\> — 2 ~
x >N N x N7 TN o \(\Co
R R =
X=H,ClF e 17
Metoda D Metoda E
6: X=H,R 14: X=CI,R
7: X=H,R 15 X=CI, R
16: X = CI, R
17: X =CI, R
18: X=F, R

Schéma 2: Reakéni schéma nukleofilni substituce purinovych derivata v poloze C6. Metoda D
s mikrovinnym zahfivanim: furfurylamin, EtsN, MeOH, MW, 120 °C, 15-30 min. Metoda E s konven¢nim
zahfivanim: furfurylamin, EtsN, n-PrOH, 100 °C, 4 h.

Metoda D — Substituce nukleofilni (Sn) s mikrovinnym zahfivanim (produkty 6, 7)

Smés pfislusného purinu Il v MeOH (0,25M) s furfurylaminem (1,5 ekv.) a EtsN
(2,5 ekv.) byla zahfivana 15-30 min pfi 120 °C v mikrovinném reaktoru Discover SP
(CEM) v dynamickém rezimu s maximalnim vykonem 200 W. Smés byla nasledné
zakoncentrovana za snizeného tlaku. Odparek byl rozfedén vodou a extrahovan
EtOAc. Spojené organické vrstvy byly promyty solankou, vysuSeny nad Na>SOs,
zfiltrovany a zakoncentrovany na vakuové odparce. Surovy produkt byl purifikovan
sloupcovou chromatografii s pouzitim mobilnich smési CHCIls/MeOH (100:0, v/v)
nebo PE/EtOAc (5:1, v/v) s gradientovou eluci.

Metoda E — Nukleofilni substituce s konvenénim zahfivanim (produkty 14—18)

Smeés pfislusného purinu llI-VII v n-PrOH (0,25M) spoleéné s furfurylaminem (1,2 ekv.)
a EtsN (2,5 ekv.) byla zahfivana 4 h pfi 100 °C v bance pod zpétnym chladi¢em
nebo tlakové ampuli. Smés byla nasledné zakoncentrovana za snizeného tlaku.

Odparek byl roziedén vodou a extrahovan do EtOAc. Spojené organické vrstvy byly
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promyty solankou, vysuSeny nad Na>SOs, zZfiltrovany a zakoncentrovany na vakuové
odparce. Produkt byl precistén sloupcovou chromatografii s pouzitim mobilnich smési
CHCI3/MeOH (100:0, v/v) nebo PE/EtOAc (5:1, v/v) s gradientovou eluci.

4.4.3 Funkcionalizace purinového heterocyklu v pozici C2

o~ o~
Metoda F Metoda G

NH

19: R, R! = MeNH- 21-25, 28-41: R, R!
F nebo G 20: R, R' = Me,N-
)\ > J\ 26: R, R'= MeNH-

27: R, R'" Me,N-

BT bm

19-25 26-31 32-40

HZN\/\NA /ILV\ >‘a H2N\/\N>"x HO\/\N}‘\ (\Nj\lz

R': | N H H o/

21, 28, 39 22,29 23,30 24 25, 31
NN,
H
32 33 35, 41 36

CN% HZN/\(\/)j\H}\ \o/\/\H}‘

Schéma 3: Reakéni schéma nukleofilni substituce v poloze C2 na purinovém heterocyklu.
Metoda F: R'-amin, 100 °C, 24 h; Metoda G: R'-amin, DIPEA, 120-165 °C, 3 h.

Metoda F — reakce v ethanolickém roztoku aminu (produkty 19, 20, 26, 27)

Suspenze kinetinovych derivatll 14, 15 a 33% methylaminu v absolutnim ethanolu
(30 ekv.) nebo 5,6M dimethylaminu v absolutnim ethanolu (20 ekv.) byla zahfivana
pod inertni dusikovou atmosférou v tlakové ampuli na 100 °C pfes noc. Konec reakce
byl kontrolovan za pomoci TLC analyzy. Smés byla zakoncentrovana za snizeného
tlaku a odparek byl precistén sloupcovou chromatografii s pouzitim mobilnich smési

CHCI3/MeOH (100:0, v/v) s gradientovou eluci, popfipadé pomoci preparativni HPLC.
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Metoda G — reakce v nadbytku aminu, pripadné s pridavkem DIPEA (produkty 21-25,
28-41)

Suspenze pfislusného derivatu kinetinu 14-17 byla zahfivana 3 h v tlakové ampuli
pfi 120-165 °C pod inertni dusikovou atmosférou v nadbytku odpovidajiciho aminu
(10-30 ekv.) a s pfidavkem DIPEA (5 ekv.) jako pomocné béaze, pfipadné bez DIPEA
(reakce s ethan-1,2-diaminem, hexan-1,6-diaminem, ethanolaminem). Po ochlazeni
byla smés nafedéna vodou a extrahovana do EtOAc. Spojené organické frakce byly
promyty solankou, vysuseny nad Na>SQ., zfiltrovany a zakoncentrovany za snizeného
tlaku. Produkt byl precistén sloupcovou chromatografii s pouzitim mobilnich smési
CHCIs/MeOH (100:0, v/v) nebo PE/EtOAc (5:1, v/v) s gradientovou eluci, popfipadé
pomoci preparativni HPLC.

4.5 Biologické testovani

451 Cirkadianni test

Bunky U20S obsahujici reportér BMAL1:LUC byly kultivovany v 384jamkové desti¢ce
v rlistovém médiu do > 90% konfluence pifi stabilnich podminkach (37 °C, 5,5 % COx).
Zaznamové meédium obsahovalo 10 000 bunék na jamku v 20 pl DMEM média
a testovanou slouceninu v sedmi opakovanich nebo vehikulum (DMSO) v 80 ul DMEM
média bez fenolové Eervené s vysokym obsahem glukbézy (4,5 g/l) obohaceného
0 10% fetélni hovézi sérum, 10mM HEPES a 0,1mM Luciferin-EF. Po prekryti destiCky
PCR folii byla méfena luminiscence bunék pomoci pfistroje M2 Tecan reader. Zaznam
luminiscence jednotlivych jamek probihal 10 s kazdou hodinu béhem nésledujicich
120 hodin. Analyza cirkadianniho rytmu byla provedena pomoci skriptu CellulaRhythm
v programovacim jazyce R (Hirota et al., 2008), ktery namérenymi hodnotami proloZil
periodickou funkci, pficemz prvnich 20 hodin zaznamu bylo vyfazeno a naslednych
100 hodin bylo pouzito pro analyzu. Délka periody cirkadidnniho rytmu byla urcena
relativné k periodé bunék ovlivnénych pouze vehikulem DMSO (jejich perioda se rovna
1,00). Aktivita pfipravenych latek byla porovnana s aktivitou kinetinu, 2-chlorkinetinu
a KTHP.
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4.5.2 Inhibice kaseinkinasy 15 (CSNK10)

Inhibice CSNK1d pfipravenymi latkami byla provedena radiometricky podle protokolu
publikovaného v diplomové praci Daniela Schuberta (Schubert D., 2016). Princip
metody je zalozen na schopnosti CSNK10 prenést radioaktivné znaceny fosfatovy
zbytek ze znaeného ATP na peptidovy substrat. V pfitomnosti inhibitoru aktivita
CSNK10 klesa a vysledkem je v porovnani s kontrolou slabsi signél. Enzymatické
reakce byly nastaveny dle standardniho protokolu a probihaly v mikrotitraéni desce
inkubované 15 minut pfi 30 °C. Reakce byly zastaveny pfidavkem 3% Kkyseliny
fosfoforeéné. 1/3 objemu jamek byla poté pfenesena na nitrocelulosovou membranu.
Po zaschnuti (6 minut) byla mebrana 3x promyta ve zfedéné kyseliné fosforecné
a na zaveér v 96% ethanolu. Po vyschnuti byla membrana zabalena do potravinarské
folie a pfes noc uzaviena v kazeté s citlivou deskou Imaging plate BAS-MS2025.
Méfeni signalu bylo provedeno pomoci BAS1800 Bioimage readeru (FujiFilm)
s vyhodnocenim v programu AIDA Image Analysis (Elysia).

34



5 Vysledky a diskuze

Kinetin od svého objeveni v 50. letech minulého stoleti ukazal fadu pozitivnich Gcinkd
na rostlinné i zivo¢né bunky (Kadlecova a kol.,, 2019). Na nasem pracovisti bylo
ukazano, ze je schopen také modulovat cirkadianni rytmy a prodluzovat periodu
cirkadiannich hodin (Voller a kol., PV 2019-757). V navaznosti na tento objev byla
v ramci diplomové prace (Dokonalova, 2019) pfipravena série kinetinovych derivatu,
které maji v pozici C2 na purinovém kruhu atom vodiku nebo chloru a dale jsou
substituovany v pozici N9 alkoxylalkylovymi nebo oxocykloalkylovymi skupinami.
V cirkadinnim testu na bunécné linii U20S s BMAL1:LUC reportérovym systém
zaznamenaly nejvy8Si aktivitu latky s oxocykloalkylovymi substituenty a chlorem
v pozici C2, prodluzujici periodu cirkadidnniho cyklu az ke 32 hodinam (Graf 1)
v zavislosti na pouzité koncentraci (Graf 2). Ziskana data naznacuji, ze chemicka

modifikace kinetinu muze v cirkadiannim testu potencovat jeho ucinky.
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Graf 1: Ukazka zaznamu méreni luminiscence a prolozeni periodické funkce. A) Perioda kontroly.
Primérna perioda kontroly je 23 hodin. B) Perioda testované latky prodlouzena na 32 hodin. Testovana
latka: 2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2 H-pyran-4-yl)-9H-purin-6-amin. (Pfevzato z: Dokonalova,
2019).
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Graf 2: Srovnani vlivu testované latky a kinetinu na periodu cirkadianniho rytmu v bunécné linii
U20S. Graf zobrazuje koncentratni kfivku zavislosti koncentrace (uM) na cirkadidnni periodé (h).
Testovand latka: N-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (KTHP).

Cilem této prace tak bylo rozsifeni stavajici knihovny latek o nové derivaty kinetinu
a otestovani jejich aktivity v cirkadiannim testu. Knihovna byla doplnéna o nové
N9-substituované derivaty kinetinu a 2-chlorkinetinu. Na zakladé ziskanych
biologickych dat z diplomové prace byla u vytipovanych nejaktivnéjsich derivatl
kinetinu provedena také substituce chloru v pozici C2. Jednalo se o slouéeniny, které
v pozici N9 obsahovaly nasledujici substituenty: cyklopentyl nebo heterocyklicky kruh
tetrahydrofuran-3-yl a tetrahydro-2 H-pyran-2-yl.

5.1 Syntéza

Vramci experimentalni casti této prace bylo pfipraveno 41 derivatd kinetinu
se substituci v poloze 9 avodikem (7 latek), chlorem (11 latek) nebo rdznymi
substituenty (23 latek) v pozici C2 na purinovém kruhu. Pfi syntéze kinetinovych
derivatl byly pouzity dvé syntetické cesty — cesta A a B (Schéma 4).
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Synteticka cesta A Synteticka cesta B

C, o? o?

Cl NH NH
N XN AneboB NTX N D nebo E NTX—N c NTX—N
SRR I g PN L
X)\N/ N X)\N/ N X)\N/ N Y)\N/ H
R R

H
X=H,CI,F Y =H,Cl
F nebo G
O:/\B
NH
NN
1Y
RN N
R

Schéma 4: Reakcni schéma pro syntézu derivati odvozenych od kinetinu. A) R-OH, PPhs, DIAD,
THF, lab. tepl., 1 h; B) 3,4-dihydro-2H-pyran, TFA, EtOAc, 0 °C - lab. tepl, 2 h; C) R-Cl/Br, DMF, K>CQOs,
lab. tepl., 24 h; D) furfurylamin, EtsN, MeOH, MW, 120 °C, 15-30 min; E) furfurylamin, EtsN, n-PrOH,
100 °C, 4 h; F) R'-amin, EtOH, 100 °C, 24 h; G) R'-amin, DIPEA/bez DIPEA, 120-165 °C, 3 h.

Dvé syntetické cesty byly zvoleny z divodu rozmanitosti pouzitych vychozich latek.
Vyhodou syntetické cesty A je relativné vyssi rozpustnost vychozich chlorderivati a jeji
univerzalnéjsi pouziti, kdy pro substituci polohy N9 se daji vyuzit rizné metody syntézy
(Mitsunobuova alkylace, hydroaminace). Nevyhodou této syntetické cesty je vznik
vy$$§iho mnozstvi N7 izomeru kvlli nedostatecné stérické zdbrané, ¢im dochazi
ke snizeni vytézku reakce. Naopak substituce polohy N9 v pfipadé syntetické cesty B
je regioselektivnéjsi kvlli substituentu v poloze C6, ktery je schopen diky své velikosti
zabranit pristupu substituentu béhem reakce do polohy N7. V zavislosti na pouzitych
podminkéach reakce mlze v§ak minoritné dochazet ke vzniku N3 izomeru (Dokonalova,
2017). Nevyhodou této cesty je obtiznéjsi rozpustnost vychozich latek, proto je nutné
pouziti vysokovroucich polarnich aprotickych rozpoustédel jako DMF a DMSO.

V pfipadé cesty A byly pouzity komeréné dostupné vychozi stavebni latky
6-chlorpurin, 2,6-dichlorpurin a 2-fluor-6-chlorpurin. Jednotlivé substituenty v podobé
odpovidajicich alkoholt byly do polohy A9 pripojeny Mitsunobuovou alkylaci,
meziprodukty (I-V) nebo hydroaminaci s 3,4-dihydro-2H-pyranem latka VI (Tabulka 1).
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Tabulka 1: Pfehled pfipravenych intermediati metodou Mitsunobuovy alkylace a hydroaminace.

. HPLC ESI*-MS
Cislo latky Cc2 C6 N9
[min/%] [M+H]*
1 H cl cyklopentyl 17,22/99,9 223,1
1l H Cl tetrahydrofuran-3-yl 9,93/92,5 225,1
n Cl Cl cyklopenty! 21,25/98,5 257,1
v Cl Cl tetrahydrofuran-3-yl 18,85/61,4 259,4
v F Cl cyklopentyl 12,96/99,9 240,6
Vi Cl Cl tetrahydro-2H-pyran-2-yl 19,06/99,9 189, 1

Vyhodou Mitsunobuovy alkylace je relativné kratkd reakéni doba (vétSinou okolo
1 h). Nevyhodou je problematické odstranéni trifenylfosfinoxidu (PPhs0), ktery v reakci
vznika jako vedlejSi produkt. Vramci minulé prace (Dokonalova, 2019) byly
publikovany moznosti odstranéni PPh3O: odkrystalovani PPhs;O z toluenu, purifikace
pomoci sloupcové chromatografie, krystalizace produktu z MeOH, popfipadé
precipitace pomoci chloridu zine€natého v ethyl-acetatu podle postupu publikovaného
v literature (Batesky a kol., 2017). Ve vétSiné pripadu se jednou z pouzitych metod,
pripadné jejich kombinaci podafilo PPhsO odstranit. Vyjimkou byla latka IV, kde Cistota
byla pouhych 61 %.

Vysledné meziprodukty (I-VI) byly nasledné substituovany furfurylaminem v poloze
C6 v pfitomnosti triethylaminu jako pomocné baze bud pomoci mikrovinné syntézy
v mikrovinném reaktoru Discover SP (CEM) s fokusovanym mikrovinnym zarenim
(6, 7) nebo konvencénim zahfivanim (14-18). V mikrovinném reaktoru byly pfipraveny
pouze derivaty 6-chlorpurinu 6 a 7, protoze oproti 2,6-dichlorderivatim obsahuji pouze
jedno reaktivni centrum (C6 pozice s chlorem). Metoda pro syntézu v mikrovinném
reaktoru vznikla optimalizaci postupu dle publikace Huang a kol. (2007) s cilem
minimalizovat mnozstvi pouzitého nukleofilu a nalezenim vhodného rozpoustédia.
Reakce probihala v MeOH s mirnym nadbytkem furfurylaminu a EtsN jako pomocné
baze (Dokonalova, 2019). Obrovskou vyhodou mikrovinné syntézy je vyrazné urychleni
reakéni doby oproti konvenénimu zahfivani ze 4 hodin na pouhych 10-30 minut.
V pfipadé 2,6-dichlorderivatd 14-18 bylo nezbytné zlstat u metody konvencniho
zahfivani, aby nedoslo ke vzniku 2,6-homosubstituovanych derivata.

Synteticka cesta B byla zaloZzena na substituci kinetinu a 2-chlorkinetinu v poloze
N9. Reakce probihala v pfitomnosti pfislusného alkylhalogenidu s bazi K>COs
(v heterogennim systému) vsuchém DMF za vzniku derivatd kinetinu (1-5)
a 2-chlorkinetinu (8—13) (Tabulka 2).
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Tabulka 2: Prehled pfipravenych derivati kinetinu a 2-chlorkinetinu a jejich fyzikalné-chemické

vlastnosti.
. HPLC ESI+-MS
Cislo latky Cc2 C6 N9

[min/%)] [M+H]*
1 H furfurylamino pentan-3-yl 20,31/97,5 286,3
2 H furfurylamino 2-methoxymethyl 14,59/97,0 260,1
3 H furfurylamino 2-ethoxymethyl 16,93/99,3 274,2
4 H furfurylamino 2-ethoxyethyl 17,01/95,7 288,3
5 H furfurylamino 3-methoxypropyl 16,53/99,5 288,3
6 H furfurylamino cyklopentyl 19,92/99,7 284,3
7 H furfurylamino tetrahydrofuran-3-yl 14,99/99,9 286,2
8 Cl furfurylamino pentan-3-yl 23,84/96,8 320,7
9 Cl furfurylamino 2-methoxymethyl 19,19/99,9 2947
10 Cl furfurylamino 2-ethoxymethyl 21,4/97,3 308,7
11 Cl furfurylamino 2-propoxymethyl 22,37/98,0 322,7
12 Cl furfurylamino 2-ethoxyethyl 21,04/97,9 322,1
13 Cl furfurylamino oxetan-3-ylmethyl 18,54/99,9 320,8
14 Cl furfurylamino cyklopentyl 27,32/99,9 317,8
15 Cl furfurylamino tetrahydrofuran-3-yl 19,56/99,9 320,1
16 Cl furfurylamino tetrahydro-2H-pyran-2-yl 21,62/99,9 334,8
17 Cl furfurylamino furan-3-ylmethyl 21,58/99,9 330,1
18 F furfurylamino cyklopentyl 22,10/99,9 302,3

Postup této reakce vychazel zkombinovanim postupl ze dvou publikaci (ltaya
a kol., 1980, Ramzaeva a kol., 1987), kde pouziti baze K-COs, vhodného rozpoustédia,
a predevsim diky stérické zabrané N7 pozice furfurylamino skupinou vedlo ke zvy$eni
pomeéru vzniklych izomer(i ve prospéch N9, a tim padem k lepsim celkovym vytéZkim
reakci. V ramci heterogenni katalyzy muaze vtomto pfipadé minoritné vznikat
i N3 izomer, ktery byl v pripadé nékterych derivati pravdépodobné i pozorovan
pfi ovéfovani pribéhu reakce pomoci TLC. Vzhledem k velmi nizkym vytézk(m
N3 izomeru se tento vedlejsi produkt nepodaiilo vyizolovat a charakterizovat.

Substituci atomu chloru v poloze C2 u latek 14-17 byla pfipravena posledni
skupina 2,6,9-trisubstituovanych derivatl kinetinu (19—41, Tabulka 3). Atom chloru
v poloze C2 je méné reaktivnéjsi nez chlor v pozici C6, proto byl substituovan
za vyrazné tvrdsich podminek — teplota reakce >120 °C a delSi reakéni €as v zavislosti
na pouzitém nukleofilu. Skupina produktt (19, 20, 26, 27) byla pfipravena zahfivanim
latek v ethanolickém roztoku (methylamin,

vychozich odpovidajiciho aminu

dimethylamin) v tlakové ampuli pfi 100 °C. Methylamin a dimethylamin jsou nukleofily
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s nizkym bodem varu, proto pro odreagovani vychozi latky byla dostacujici teplota
reakce 100 °C.

Vétsina trisubstituovanych finalnich produktl (21-25, 28—41) byla syntetizovana
v pfitomnosti nadbytku odpovidajiciho vy$e vrouciho aminu a pomocné Hiinigovy baze
DIPEA bez rozpoustédla, tzv. ,neat (Kubiasova a kol., 2018). Metoda ,neat” byla
zvolena kvuli mozné nezadouci vedlejsi reakci s rozpoustédly jako n-BuOH a DMF,
a pfipadné kvuli predpokladanym problémdm s izolaci a purifikaci ziskaného produktu
pfi pouziti DMSO nebo ethylenglykolu. Surové produkty vzniklé v ramci obou metod
syntézy byly precistény sloupcovou chromatografii s gradientovou eluci vyuZivajici
mobilni smés chloroform/methanol, popfipadé petroether/ethyl-acetat. Produkty, které
se nepodaiilo precistit pomoci sloupcové chromatografie, byly purifikovany pomoci

preparativni HPLC.

Tabulka 3: Prehled pfipravenych finalnich 2,6,9-trisubstituovanych produktd a jejich

fyzikalné-chemickeé vlastnosti.

. HPLC  ESI-MS

Cislo latky Cc2 C6 No

[min/%]  [M+H]*

19 methylamino furfurylamino cyklopentyl 21,79/98,6 313,4
20 dimethylamino furfurylamino cyklopentyl 26,14/99,9 327.4
21 (2-aminoethyl)methylamino ~ furfurylamino cyklopentyl 16,41/97,2 356,4
22 (2-dimethylamino)ethylamino  furfurylamino cyklopentyl 13,83/97,7 370,5
23 2-aminoethylamino furfurylamino cyklopentyl 13,96/97,4 342,2
24 2-hydroxyethylamino furfurylamino cyklopentyl 19,14/99,9 3433
25 morfolino furfurylamino cyklopentyl 24,37/98,7 3692
26 methylamino furfurylamino  tetrahydrofuran-3-yl ~ 17,51/99,3 315,2
27 dimethylamino furfurylamino  tetrahydrofuran-3-yl ~ 22,38/99,3  329,2
28 (2-aminoethyl)methylamino ~ furfurylamino  tetrahydrofuran-3-yl ~ 9,86/99,9  358,2
29 (2-dimethylamino)ethylamino furfurylamino  tetrahydrofuran-3-yl ~ 9,02/97,1  372,2
30 2-aminoethylamino furfurylamino  tetrahydrofuran-3-yl ~ 8,31/99,9  344,2
31 morfolino furfurylamino  tetrahydrofuran-3-yl ~ 20,43/98,2 371,2
32 propylamino furfurylamino tetrahydro-2H-pyran-2-yl 23,42/99,9 357,2
33 dipropylamino furfurylamino tetrahydro-2H-pyran-2-yl 18,67/99,9  399,4
34 benzylamino furfurylamino tetrahydro-2H-pyran-2-yl 24,43/99,9  405,2
35 furfurylamino furfurylamino tetrahydro-2H-pyran-2-yl 22,84/96,6  395,3
36 cyklopentylamino furfurylamino  tetranydro-2H-pyran-2-yl 25,11/99,9 3832
37 pyrrolidin-1-yl furfurylamino tetrahydro-2H-pyran-2-yl 25,35/99,9  369,2
38 6-aminohexylamino furfurylamino tetrahydro-2H-pyran-2-yl 17,13/96,0 4143
39 (2-aminoethyl)methylamino ~ furfurylamino tetrahydro-2H-pyran-2-yl 18,35/97,5 372,3
40 3-methoxypropylamino  furfurylamino tetrahydro-2H-pyran-2-yl 21,09/99,9 387,3
41 furan-2-ylmethyl furfurylamino furan-3-yimethyl 22,48/99,9 3914
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Jak bylo zminéno vyS$e, kinetin strukturné pfipomina roskovitin, ktery je v pozici C2
substituovan chiralnim aminoalkoholem, (R)-2-aminobutanolem. V nasem pfipadé jsme
pro substituci do C2 polohy =zvolili ridzné dlouhé alkylové, alkoxyalkylové,
aminoalkylové, hydroxyalkylové, arylalkylové, heteroarylalkylové, cyklické nebo
heterocyklické substituenty pfipojené prostfednictvim aminoskupiny. Jak se ukazalo
pozdéji, stejnou myslenku méli i Lee a kol. (2019), ktefi se inspirovali longdaysinem
a pfipravili sérii jeho derivatd, kde isopropylovou vidlicku v N9 pozici nahradili
1-cyklopropylethylem a C2 pozici modifikovali obdobnymi substituenty jako v nasem
pfipadé, popfipadé kratkymi alkoxyskupinami (Lee a kol., 2019). Nejucinnéjsi
slou€eninou z této série byla latka s oznaCenim NCCO007 (Obr. 10), ktera méla v pozici
C2 2-(dimethylamino)ethylamino- substituent a vyrazné prodluzovala periodu
cirkadianniho rytmu (o 1 h pfi koncentraci 22 nmol/l a o 5 h pfi 320 nmol/l) in vitro

a byla aktivni i in vivo na my$im modelu.

CF3
EN IC50 (LM)

H

" CKI5S CKla CDK2 CDK7 MAPK1 MAPK3
| N7 S Longdaysin 12 12 13 32 59 92
NN N NCCO007 36 18 37 24 850 830
H )\ﬁ Roscovitine 10 49 04 22 75 170

Obr. 10: Struktura NCC007 a hodnoty IC50 pro vybrané kinasy v porovnani s longdaysinem
a roskovitinem.

Stejné jako v pripadé longdaysinu byla i u NCC007 primarnim molekularnim cilem
kaseinkinasa 1. Provedené substituce vedly oproti longdaysinu ke snizeni ICso vUci
CSNK1® z 12 ymol/l na 3,6 pmol/l a CSNK1a z 12 ymol/l na 1,8 ymol/l, a zvyseni
selektivy oproti MAPK1 a MAPKS (Obr. 10).

5.2 Biologicka aktivita

Pfipravené latky (1-41) byly otestovany v cirkadiannim testu na katedre Experimentalni
biologie Mgr. Jifi Vollerem, Ph.D. V experimentu byla pouzita bunécna linie lidského
osteosarkomu U20S obsahujici luminiscenéni reportérovy systém BMALT:LUC,
ktery generuje rytmickou expresi luciferasy pod kontrolou promotoru BMALT.
Luciferasa nasledné katalyzuje rozklad pfitomného luciferinu na jeho oxidovanou formu

oxoluciferin s pfebytkem energie v excitovaném stavu, jenz se uvolni emisi svétla
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v rozmezi vinovych délek 550-570 nm. Uvolnéna luminiscence z jednotlivych jamek
byla sniméana béhem nasledujicich 120 hodin kazdou hodinu po dobu 10 s. Z d{ivodu
synchronizace bunék bylo z analyzy vylouceno prvnich 20 hodin méfeni a zbylych
100 h bylo pouzito pro analyzu. Délka periody cirkadianniho rytmu byla vyjadfena
relativné k periodé bunék ovlivnénych pouze DMSO (jejich perioda je tedy 1,00).

Cilem tohoto testu bylo zjisténi, jestli pfipravené derivaty jsou schopny modulovat
cirkadianni rytmus a modulovat aktivitu molekularnich komponent (BMAL1/CLOCK
a PER/CRY) savCiho bunééného cirkadianniho oscilatoru a prodluzovat tak periodu
cirkadiannich hodin. Prodlouzeni periody cirkadianniho rytmu znamena prodlouzeni
vnitini periody cirkadianniho rytmu bunék, tkani, ¢i celého organismu oproti plvodni
periodé cirkadianniho rytmu.

Pfipravené latky byly testovany v jedné, popfipadé dvou koncentracich v rozmezi
1-50 umol/l a jejich aktivita byla porovnana s kinetinem, 2-chlorkinetinem a KTHP
(Tabulka 4). Obecné Ize konstatovat, ze vSechny testované latky, nékteré pouze
nepatrné, prodluzovaly periodu cirkadidnniho rytmu a byly aktivnéjsi nez srovnavaci
latky kinetin, 2-chlorkinetin a KTHP. U produktl 20, 21, 24 a 25, které byly testovany
ve dvou koncentracich bylo pozorovano vyraznéjsSi prodlouzeni periody pfi vySSi
testované koncentraci.

Vzhledem k nekompletnim poskytnutym datiim, kdy latky byly navic testovany
pii rGznych koncentracich, je velmi obtizné vyvozovat vztah mezi jejich strukturou
a biologickou aktivitou. Aktivita pfipravenych latek zavisi jak na pouzitém substituentu
v pozici C2, tak i v pozici N9. V uvedené tabulce 4 je pozorovan rozdil v aktivité
v zavislosti na pouzitém C2 substituentu. Latky obsahujici pouze vodik (6, 7) v pozici
C2 maji obecné nizsi aktivitu nez latky schlorem (14-16), ¢i jinym pouzitym
substituentem (20-40) na pozici C2. V ramci vytipovanych substituent( kinetinu v pozici
N9 (cyklopentyl, tetrahydrofuran-3-yl, tetrahydro-2H-pyran-2-yl) vykazaly po substituci
v poloze C2 nejvysSi aktivitu slouceniny v kombinaci s cyklopentylem (20-25).
Nejvyraznéjsi posun v délce periody byl zaznamenan u kinetinu s cyklopentylem
v kombinaci s 2-aminoethyl(methyl)amino (21), (2-dimethylamino)ethylamino (22)
a morfolino (25) substituenty, kdy doslo kvyraznému prodlouzeni periody
z 24-hodinového intervalu na 47 hodin (21), 36 hodin (22) a 40 hodin (25). Pravé tyto
tfi substituenty vykazovaly i u jinych A9-substituovanych kinetin(i a 2-chlorkinetin(i

nejvyraznéjsi prodlouzeni periody.
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Tabulka 4: Efekt slou€enin na délku periody cirkadianniho rytmu v bunééné linii U20S.

Cislo latky nebo Koncentrace testované Délka periody * stfedni chyba prdméru
nazev srovnavaci latky latky (umol/l) (vyjadrena relativné ke kontrole)
6 10 1,19 £ 0,02
7 10 1,06 £ 0,01
14 5 1,23 £0,03
15 20 1,22 + 0,01
16 20 1,11 £ 0,01
0 1 1,05 £ 0,01
4 1,15 £ 0,01
o1 10 1,26 £ 0,07
20 1,95+0,14
22 10 1,48 £0,28
23 1 1,16 £0,03
o4 1 1,07 £ 0,01
4 1,21 £ 0,01
o5 1 1,09 £ 0,01
4 1,67 £0,33
26 20 1,06 £ 0,01
28 20 1,25 £ 0,01
29 20 1,16 £0
30 20 1,090
31 20 1,13 £ 0,01
32 10 1,05 £ 0,01
35 10 1,1£0,02
36 20 1,05 £ 0,01
37 10 1,04 £0
39 1 1,08 £ 0,01
40 20 1,05 £ 0,01
kinetin 20 1,02 £ 0,01
2-chlorkinetin 20 1,00 £ 0,03
KTHP 20 1,08 £ 0,01

V porovnani s N9 substituovanymi derivaty kinetinu a 2-chlorkinetinu pfipravenymi
v diplomové praci (Dokonalova, 2019) vede modifikace v C2 pozici vhodnym
substituentem k potentnéj§im latkdm. Vysledkem tohoto zkoumani je Ceska
a mezinarodni patentova pfihlaska na derivaty kinetinu k modulaci cirkadiannich rytmd
(Voller a kol., PV 2022-227).
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Jak bylo zminéno vySe Lee a kol. (2019) v sérii derivatll odvozenych
od longdaysinu pfipravili aktivngjsi slou¢eninu s oznacenim NCCO007. Dockingové
studie NCCO007 a longdaysinu do aktivniho mista CSNK18 v této studii ukazuji,
ze nepolarni C2 a N9 substituenty jsou zanoreny hluboko v aktivhim mist&, planarni
purin toto vazebné misto uzavira a 3-(trifluormethyl)benzylamino substituent v pozici
C6 je orientovan ven z aktivniho mista (Obr. 11). Pomineme-li rozdil vC2 a N9
substituentech mezi roskovitinem, longdaysinem, NCCO007 a latkami pfipravenymi
v nasi sérii, je to patrné i C6 substituent, ktery hraje pfi vazbé dulezitou roli, ackoli je
orientovan mimo vazebné misto. MGze to byt zplsobeno velikosti kruhu, v rdmci ného
distribuci elektronové hustoty, pfitomnosti heteroatomu nebo substituentu, které tuto
vazbu mohou ovlivnit. Jak se ukazalo v predeslé diplomové praci, derivaty
substituované pouhym benzylaminem vykazovaly vy$Si aktitivu nez pfislusna
furfurylaminova analoga (Dokonalova, 2019). NCCO007 nese v C2 pozici stejny
substituent jako latka (22), pfi€emz aktivnéjsi latkou v nasi sérii byla ta modifikovana
morfolinem. Je tak otazkou, zda by substituce NCC007 v pozici C2 morfolinem nevedla

k u€innéjsi molekule.

Obr. 11: Ukazka mozné vazby longdaysinu (A) a NCC007 (B) do aktivniho mista CSNK13
v dockingové studii. (Pfevzato z: Lee a kol., 2019)

Nejen z dlvodU strukturni podobnosti pripravenych latek s longdaysinem, NCC007
a roskovitinem, a zpusobem, jakym ovliviiuji cirkadianni cyklus (vSechny latky
prodluzuji periodu cirkadianniho rytmu), se jako mozny molekularni mechanismus
u€inku jevi inhibice CSNK1. Fosforylace hodinovych komponent pomoci CSNK1d
je stézejnim elementem regulaéniho mechanismu cirkadianni smyéky. Pro potvrzeni
této hypotézy byly latky otestovany v in vitro kinAsovém testu, ktery je zalozen
na schopnosti CSNK10 prfenést radioaktivné znaceny fosfatovy zbytek ze znaéeného
ATP na peptidovy substrat. V pfitomnosti daného inhibitoru aktivita CSNK10 klesa
a vysledkem je v porovnani s kontrolou slabsi signal, tzv. residudlni aktivita vyjadfena
v procentech. Na ovéreni schopnosti inhibice CSNK13 byly latky otestovany ve dvou

koncentracich 2 a 20 umol/l a jako standardy byly pouzity komercni inhibitor
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PF-670462, kinetin a longdaysin. Testovani bohuzel bylo provedeno opét jen na malém
vzorku latek (14-16) a navic ne u nejaktivnéjSich latek z celé série. Vysledky vSak
ukazuji, ze pfipravené latky jsou schopny inhibovat aktivitu kaseinkinasy 19, a ze

v nékterych pfipadech vykazuji niz8i hodnotu ICso nez longdaysin (Tabulka 5).

Tabulka 5: Hodnoceni inhibice CSNK15 u vybranych latek.

. Residualni aktivita (%) 1Cs0
Cislo latky

Testovana koncentrace 20 pmol/l Testovana koncentrace 2 pmol/l pmol/l

14 1,93 12,16 0,309

15 49,34 89,88 11,81

16 13,64 22,73 2,22

Standard PF-670462 2,02 2,48

kinetin 88,34 21,81 >40
longdaysin 1,39 28,68 0,731

Na zakladé téchto dat Ize predpokladat, ze i aktivnéjsi latky z této série budou
potencialnimi inhibitory CSNK1d a mohly by vykazovat dokonce IlepS$i inhibiéni
parametry. Mechanismus inhibice pomoci slou€enin tohoto typu je zalozen
na kompetici o vazebné misto s ATP, coz mlize inhibovat celé spektrum kinas vcéetné
MAPkinas nebo cyklin-dependentnich kinas. Z tohoto ddvodu by do budoucna bylo
vhodné u nejaktivnéjSich latek provést in vitro test na inhibici kaseinkinasy 1, a dale
otestovat jejich selektivitu na dostupném panelu kinas. Pfitomnost furanového kruhu
v pfipravenych latkach, ktery pravdépodobné predstavuje strukturni nevyhodu
pfi inhibici kaseinkinasy CSNK1d, se naopak muze ukazat jako strukturni vyhoda
z hlediska kinasové selektivity.

Zjisténi, ze testované slouceniny prodluzuji periodu rytmu a zaroven by se mohlo
jednat o inhibitory CSNK1d, vede kcelé fadé terapeutickych aplikaci. Jednou
z moznosti je korekce defektniho cirkadianniho rytmu, kde je perioda rytmu zkracena
jako napfiklad u dédiéného onemocnéni FASPS. DalSi mozna aplikace se nabizi
v pfipadé neurodegenerativnich onemocnéni, kde je prokdzana abnormaini cirkadianni
aktivita nebo nesoulad cirkadianniho rytmu s vnéjs§im prostiedim u pasmové nemoci
a pfi praci na smény. | v jinych studiich modulatord cirkadianniho rytmu potvrzuji jejich

terapeuticky ucinek u riznych onemocnénich (Ribeiro a kol., 2021).
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6 Zavér

Tato prace byla zaméfena na shrnuti znalosti ohledné kinetinu a jeho ucinkud
na zivocisny a lidsky organismus. V experimentalni ¢asti prace jsou prezentovany nové
pfipravené derivaty Kinetinu, je zde popséna jejich syntetickd cesta a v pfipadé

nékterych derivatd je zde ukazana i jejich schopnost modulovat cirkadianni hodiny.

V ramci syntézy bylo pfipraveno sedm N9-substituovanych derivatll kinetinu,
jedenact N9-substituovanych derivat 2-chlorkinetinu a dvacettfi
C2,N9-disubstituovanych derivatll kinetinu. Béhem syntetické cesty produktld bylo
pouzito celkem sedm raznych syntetickych metod A — G. Pripravené slouceniny byly
otestovany v cirkadiannim testu na bunécné linii lidského osteosarkomu U20S
obsahujici luminiscenéni reportér BMAL1:LUC, ktery umoznil sledovat vliv latek
na cirkadianni rytmus. VS8echny pfipravené latky vykazovaly stejny efekt,
a to prodlouzeni periody cirkadianniho rytmu, a mély srovnatelnou nebo vy$si aktivitu
nez samotny kinetin. U derivatu kinetinu s vytipovanymi N9 substituenty doslo
po substituci v poloze C2 v nékterych pripadech k vyraznému narlistu biologické
aktivity, zejména po substituci N-methylethylendiaminem,
2-(dimethylamino)ethylaminem a morfolinem. Kombinace cyklopentylu v N9 pozici
a zminénych substituent(i vedla v zavistlosti na koncentraci k prodlouzeni periody
z 24 hodin az témér na 47 hodin (21), 36 hodin (22), resp. 40 hodin (25). Presny
mechanismus Ucinku pfipravenych derivatll je prozatim neznamy, ale zminéna
hypotéza naznacuje, ze by se mohlo jednat o inhibitory CSNK18. Tato mys$lenka se tak

do budoucna nabizi jako pfedmét dalsiho zkoumani.

Vzhledem k dosazenym slibnym vysledk(im by kinetin a jeho derivaty mohly najit
uplatnéni nejen jako potencialni modulatory dysfunkénich cirkadiannich rytmda,
ale i u jinych onemocnéni jako jsou neurodegenerativni, kardiovaskularni

a metabolické poruchy.
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8 Pilohy

8.1 Fyzikalné-chemické vlastnosti pfipravenych latek

6-chlor-9-cyklopentyl-9 H-purin (1)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: CioH11CIN4, vytézek: 72%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 17,22; 99,99. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 223,1 (100,
[**CI-M+H]*), 225,1 (30, [*’CI-M+H]*). '"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,68-1,72
(m, 2H, cP H3, cP H3), 1,86-1,90 (m, 2H, cP H3, cP HY3’), 2,02-2,06 (m, 2H, cP H2, cP
H2'), 2,16-2,21 (m, 2H, cP H2, cP H2’), 4,93-5,02 (m, 1H, cP H1), 8,76 (s, 1H, pur H2),
8,77 (s, 1H, pur H8). *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 23,6 (2x C, cP C3), 31,8
(2x C, cP C2), 56,4 (cP C1), 131,3 (pur C5), 146,2 (pur C8), 148,9 (pur C6), 151,2 (pur
C2), 151,8 (pur C4).

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

Pevna bila latka, sumarni vzorec: CoHyCIN4O, vytézek: 23%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 9,93; 92,5. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 225,1 (100,
[**CI-M+H]*), 227,1 (31, [¥*’CI-M+H]*). '"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,32-2,38
(m, 1H, THF H4), 2,43-2,46 (m, 1H, THF H4’), 3,86 (td, J = 8,7; 5,6 Hz, 1H, THF H5),
3,97 (dd, J = 9,8; 5,8 Hz, 1H, THF H2’), 4,08 (dd, J = 9,8; 3,1 Hz, 1H, THF H2’), 4,10-
4,16 (m, 1H, THF H5’), 5,30-5,35 (m, 1H, THF H3), 8,68 (s, 1H, pur H8), 8,79 (s, 1H,
pur H2). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 31,6 (THF C4), 55,0 (THF C3), 66,5
(THF C5), 71,6 (THF C2), 130,9 (pur C5), 145,7 (pur C8), 149,0 (pur C6), 151,3 (2x C,
pur C2, pur C4).

2,6-dichlor-9-cyklopentyl-9H-purin (lll)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: CioH10Cl2N4, vytézek: 53%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 21,25; 98,5. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 257,1 (100,
[33CI,35CI-M+H]*), 259,0 (64, [*ClI,*’CI-M+H]*), 261,1 (9, [¥'CI,*’CI-M+H]*). 'TH-NMR (500
MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,65-1,74 (m, 2H), 1,83-1,91 (m, 2H), 1,97-2,03 (m, 2H),
2,15-2,22 (m, 2H), 4,89-4,95 (m, 1H, cP H1), 8,82 (s, 1H, pur H8). 3*C-NMR (125 MHz,
DMSO-a6) 6 (ppm): 23,5 (2x C, cP C3), 31,8 (2x C, cP C2), 56,4 (cP C1), 130,8 (pur
C5), 1471 (pur C8), 149,5 (pur C6), 150,6 (pur C2), 153,3 (pur C4).

55



2,6-dichlor-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9H-purin (1V)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: CgHsCl2NsO, vytézek: 64%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 18,85; 61,4. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 259,4 (100,
[3°CI,35CI-M+H]*), 261,4 (73, [**CI,*’CI-M+H]*), 263,4 (18, [*’CI,*’CI-M+H]*). 'H-NMR
(500 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 2,28-2,36 (m, 1H, THF H4), 2,52-2,56 (m, 1H, THF H4"),
3,84 (id, J=8,7;5,7 Hz, 1H, THF H5), 3,93 (dd, J=9,8; 5,5 Hz, 1H, THF H2), 4,02 (dd,
J=9,8; 2,8 Hz, 1H, H2Y), 4,12 (id, J = 8,1; 6,9 Hz, 1H, THF H5"), 5,27 (qd, J=5,6; 2,8
Hz, 1H, THF H3), 8,69 (s, 1H, pur H8). '*C-NMR (125 MHz, DMSO-as) d (ppm): 31,6
(THF C4), 55,2 (THF C3), 66,5 (THF C5), 71,6 (THF C2), 130,6 (pur C5), 146,6 (pur
C8), 149,5 (pur C6), 150,7 (pur C2), 153,2 (pur C4).

6-chlor-9-cyklopentyl-2-fluor-9H-purin (V)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C1oH10CIFN4, vytézek: 38%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 12,96; 99,9. ESI*-MS m/z: 240,6 [M+H]*. 'H-NMR (500 MHz,
DMSO-a) 6 (ppm): 1,65-1,73 (m, 2H, cP H3), 1,83-1,91 (m, 2H, cP H3"), 1,98-2,04 (m,
2H, cP H2), 2,14-2,21 (m, 2H, cP H2'), 4,89 (pent, J = 7,3 Hz, 1H, cP H1), 8,78 (s, 1H,
pur H8).

2,6-dichlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin (VI)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C1oH10CI2N4O, vytézek: 82%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 19,06; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 189,1 (100,
[33CI,®CI-M-THP +H]*), 191,0 (63, [**CI,*’CI-M-THP+H]*), 193,0 (10, [*¥'Cl,*"CI-M-
THP+HJ*). '"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1,56-1,61 (m, 2H, THP H5, THP
H5%, 1,70-1,80 (m, 1H, THP H4), 1,94-2,01 (m, 2H, THP H3, THP H4"), 2,21-2,29 (m,
1H, THP H3Y), 3,70-3,76 (m, 1H, THP H6), 4,01 (dd, J = 10,7; 1,5 Hz, 1H, THP H6"),
5,73 (dd, J = 10,9; 2,0 Hz, 1H, THP H2"), 8,95 (s, 1H, pur H8). '*C-NMR (125 MHz,
DMSO-ds) © (ppm): 22,0 (THP C4), 24,3 (THP C5), 29,6 (THP C3), 67,7 (THP C6),
81,6 (THP C2), 130,5 (pur C5), 146,4 (pur C8), 149,9 (pur C6), 151,23 (pur C2), 152,75
(pur C4).

N-(furan-2-ylmethyl)-9-(pentan-3-yl)-9 H-purin-6-amin (1)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: CisH19NsO, vytézek: 50%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 20,31; 97,54. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 286,3 (100, [M+H]").
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CisH1sNsO [M+H]* 286,1662, zméfeno 285,1662.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 0,67 (t, J = 7,3 Hz, 6H, -CH(CH>CHs)), 1,82-
1,91 (m, 2H, -CH(CH2CHs)2), 1,92-2,01 (m, 2H, -CH(CH>CHs)2) 4,26 (sept, J = 4,9 Hz,
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1H, -CH(CH2>CHs)2), 4,67 (bs, 2H, CH-fur), 6,24 (dd, J = 3,2; 0,8 Hz, 1H, fur H3), 6,35
(dd, J=3,4; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,53 (dd, J= 1,5; 0,8 Hz, 1H, fur H5), 8,18 (bs, 1H, pur
NH), 8,19 (s, 2H, pur H2, pur H8). '*C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 10,6 (2x C,
-CH(CH2CHa)2), 27,0 (2x C, -CH(CH2CHz)2), 36,4 (CHe-fur), 58,7 (-CH(CH2CHs)2),
106,7 (fur C3), 110,5 (fur C4), 119.4 (pur C5), 140,0 (pur C8), 141,8 (fur C5), 149,3
(pur C4), 152,0 (fur C2), 153,0 (pur C2), 154,1 (pur C6).

N-(furan-2-ylmethyl)-9-(methoxymethyl)-9 H-purin-6-amin (2)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C12H13NsO2, vytézek: 28%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 14,59; 97,0. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 260,1 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Ci2H13NsO2 [M+H]* 260,1142, zmer. 260,1144.
"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3,25 (s, 3H, -CHOCHjs), 4,68 (bs, 2H, CH.-
fur), 5,49 (s, 2H, -CH-OCHs), 6,23 (dd, J = 3,2; 0,8 Hz, 1H, fur H3), 6,35 (dd, J = 3,1;
1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,53 (dd, J = 1,8; 0,9 Hz, 1H, fur H5), 8,27 (bs, 2H, pur H2, pur
NH), 8,34 (1H, pur H8). "*C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 36,5 (CH-fur), 56,3 (-
CH>OCHs), 73,4 (-CH-OCHg), 106,7 (fur C3), 110,5 (fur C4), 119,0 (pur C5), 141,4 (pur
C8), 141,8 (fur C5), 149,4 (pur C4), 152,8 (pur C2), 152,9 (fur C2), 154,1 (pur C6).

9-(ethoxymethyl)-N-(furan-2-ylmethyl)-9 H-purin-6-amin (3)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: CisH1sNsO2, vytézek: 22%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 16,93; 99,32. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 274,2 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CisHisNsO2 [M+H]* 274,1299, zmér. 274,1298.
"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1,06 (t, J = 7,0 Hz, 3H, -CH:OCH2CHs), 3,50
(g9, J=6,9 Hz, 2H, -CH-OCH>CHs3), 4,68 (bs, 2H, CH-fur), 5,52 (s, 2H, -CH-OCH>CHs),
6,23 (d, J= 2,8 Hz, 1H, fur H3), 6,35 (dd, J = 3,2; 2,0 Hz, 1H, fur H4), 7,53 (dd, J = 1,8;
0,9 Hz, 1H, fur H5), 8,26 (bs, 2H, pur NH, pur H2), 8,30 (s, 1H, pur C8). '*C-NMR (125
MHz, DMSO-a) & (ppm): 14,8 (-CH2OCH2CHs), 36,4 (CH2-fur), 64,2 (-CH20CH2CH3),
71,8 (-CH-OCH>CHgs), 106,7 (fur C3), 110,5 (fur C4), 119,0 (pur C5), 141,3 (pur C8),
141,8 (fur C5), 149,2 (pur C4), 152,8 (pur C2), 152,9 (fur C2), 154,2 (pur C6).

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

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C14H17NsO2, vytézek: 47%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 17,01; 95,68. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 288,3 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Ci4H17NsO2 [M+H]* 288,1455, zmér. 288,1457.
"H-NMR (500 MHz, DMSO-as) & (ppm): 1,02 (t, J = 7,0 Hz, 3H, -CH.CH>OCH.CHs),
340 (9, J = 6,9 Hz, 2H, -CH:CH:OCH:CHs), 3,71 (t, J = 55 Hz, 2H,
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-CH>CH>OCH>CHj3), 4,29 (t, J= 5,5 Hz, 2H, -CH>.CH-OCH>CHs), 4,68 (bs, 2H, CHx-fur),
6,22 (d, J = 2,8 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,52 (d, J= 0,9
Hz, 1H, fur H5), 8,10 (s, 1H, pur H8), 8,17 (bs, 1H, pur NH), 8,23 (bs, 1H, pur H2).
3C-NMR (125 MHz, DMSO-d) & (ppm): 15,0 (-CH.CH.OCH2CHj3), 36,5 (CH»-fur), 42,9
(-CH2CH20OCH2CHs), 65,3 (-CH2CH2OCH2CHs), 67,6 (-CH.CH-OCH2CHs), 106,6 (fur
C3), 110,4 (fur C4), 119,0 (pur C5), 141,3 (pur C8), 141,8 (fur C5), 149,1 (pur C4),
152,2 (pur C2), 153,0 (fur C2), 154,1 (pur C6).

N-(furan-2-ylmethyl)-9-(3-methoxypropyl)-9 H-purin-6-amin (5)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C14H17NsO2, vytézek: 73%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 16,53; 99,46. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 288,3 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Ci4H17NsO2 [M+H]* 288,1455, zmér. 288,1455.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1,99-2,06 (m, J = 6,6 Hz, 2H,
-CH2CH2CH20CHs), 3,20 (s, 3H, -CH:CH:CH>OCHs), 3,29 (t, J = 6,1 Hz, 2H,
-CH2CH2CH>OCHs3), 4,19 (t, J = 7,0 Hz, 2H, -CH-CH-CH>OCHs), 4,67 (bs, 2H, CH.-fur),
6,22 (dd, J = 3,4; 0,6 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,53 (dd,
J=1,7;0,8 Hz, 1H, fur H5), 8,13 (s, 1H, pur H8), 8,16 (bs, 1H, pur NH), 8,22 (bs, 1H,
pur H2). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 29,3 (-CH.CH.CH-OCHj3), 36,4 (CH.-
fur), 40,4 (-CH2CH2CH2OCHs), 58,0 (-CH2CH2CH2OCHs), 68,8 (-CH2CH2CH2OCH3),
106,6 (fur C3), 110,5 (fur C4), 119,2 (pur C5), 141,0 (pur C8), 141,8 (fur C5), 149,0
(pur C4), 152,2 (pur C2), 153,1 (fur C2), 154,1 (pur C6).

9-cyklopentyl-N-(furan-2-ylmethyl)-9 H-purin-6-amin (6)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: CisH17NsO, vytézek: 85%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 19,92; 99,72. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 284,3 (100, [M+H]").
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CisHi7NsO [M+H]"* 284,1506, zmér. 284,1508.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dk) d (ppm): 1,63-1,71 (m, 2H, cP H3), 1,82-1,90 (m, 2H, cP
H3’), 1,95-2,02 (m, 2H, cP H2), 2,09-2,16 (m, 2H, cP H2), 4,67 (bs, 2H, CH»-fur), 4,78-
4,88 (m, 1H, cP H1), 6,21 (d, J= 3,1 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,2; 1,7 Hz, 1H, fur
H4), 7,52 (d, J = 0,8 Hz, 1H, fur H5), 8,16 (bs, 1H, pur NH), 8,22 (s, 2H, pur H2, pur
H8). *C-NMR (125 MHz, DMSO-dk) d (ppm): 23,6 (2x C, cP C3), 31,9 (2x C, cP C2),
36,4 (CH2-fur), 55,4 (cP C1), 106,6 (fur C3), 110.,4 (fur C4), 119,6 (pur C5), 139,4 (pur
C8), 141,8 (fur C5), 148,9 (pur C4), 152,0 (pur C2), 153,1 (fur C2), 154,1 (pur C6).
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N-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9 H-purin-6-amin (7)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C14H1sNs02, vytézek: 65%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 14,99; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 286,2 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Ci4HisNsO2 [M+H]* 286,1299, zmér. 286,1298.
"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 2,25-2,31 (m, 1H, THF H4), 2,43-2,48 (m, 1H,
THF H4’), 3,85 (id, J = 8,6; 5,6 Hz, 1H, THF H5), 3,92-3,98 (m, 2H, THF H2, THF H2),
4,09 (id, J = 8,1; 6,9 Hz, 1H, THF HY’), 4,67 (bs, 2H, CHz-fur), 5,15-5,19 (m, 1H, THF
H3), 6,21 (d, J = 2,8 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,4; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,52 (dd,
J=1,8; 0,9 Hz, 1H, fur H5), 8,16 (s, 1H, pur H8), 8,24 (bs, 2H, pur NH, pur H2).
3C-NMR (125 MHz, DMSO-d) 6 (ppm): 31,8 (THF C4), 36,4 (CH-fur), 54,0 (THF C3),
66,5 (THF C5), 71,7 (THF C2), 106,6 (fur C3), 110,4 (fur C4), 119,3 (pur C5), 138,9
(pur C8), 141,7 (fur C5), 148,7 (pur C4), 152,1 (pur C2), 153,0 (fur C2), 154,1 (pur C6).

2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9-(pentan-3-yl)-9 H-purin-6-amin (8)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C1sH1sCINsO, vytézek: 70%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 23,84; 96,82. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 320,7 (100,
[**CI-M+H]*), 322,3 (34, [¥’CI-M+H]*). HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CisH1sCINsO
[M+H]* 320,1273, zméf. 320,1274. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 0,68 (t, J =
7,3 Hz, 6H, -CH(CH2CHs)2), 1,81-1,96 (m, 4H, -CH(CH2CHs)2), 4,17-4,22 (m, 1H, -
CH(CH2CHs)»), 4,61 (d, J = 5,8 Hz, 2H), 6,27 (dd, J = 3,1; 0,6 Hz, 1H, fur H3), 6,37 (bs,
1H, fur H4), 7,55 (dd, J = 1,8; 0,9 Hz, 1H, fur H5), 8,25 (s, 1H, pur H8), 8,73 (t, J= 5,2
Hz, 1H, pur NH). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 10,5 (2x C, -CH(CH2CHs)»),
26,9 (2x C, -CH(CH2CHa)2), 36,6 (CH2-fur), 58,8 (-CH(CH2CHs)2), 107,2 (fur C3), 110,5
(fur C4), 118,3 (pur C5), 140,5 (pur C8), 142,0 (fur C5), 150,3 (pur C4), 152,1 (fur C2),
152,7 (pur C2), 154,7 (pur C6).

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

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C12H12CINsO2, vytézek: 36%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 19,19; 99,99. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 294,7 (100,
[*3CI-M+H]*), 296,1 (35, [¥’CI-M+H]*). HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro C12H12CINsO>
[M+H]* 294,0752, zmér. 294,0753. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 3,25 (s, 3H,
-CH20CHs), 4,62 (d, J = 5,8 Hz, 2H, CH-fur), 5,44 (s, 2H, -CH-OCHs), 6,27 (d, J = 3,1
Hz, 1H, fur H3), 6,37 (bs, 1H, fur H4), 7,55 (dd, J = 1,8; 0,9 Hz, 1H, fur H5), 8,31 (s,
1H, pur H8), 8,81 (t, J = 5,5 Hz, 1H, pur NH). '*C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm):
36,7 (CHz-fur), 56,2 (-CH-OCHs), 73,6 (-CH2OCHs), 107,2 (fur C3), 110,5 (fur C4),
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118,1 (pur C5), 142,0 (pur C8), 142,1 (fur C5), 150,2 (pur C4), 152,0 (fur C2), 153,4
(pur C2), 154,7 (pur C6).

2-chlor-9-(ethoxymethyl)-N-(furan-2-ylmethyl)-9 H-purin-6-amin (10)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C13H14CINsO2, vytézék: 79%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 21,04; 97,34. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 308,7 (100,
[**CI-M+H]*), 310,2 (37, [¥*’CI-M+H]*). HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Ci3H14CINsO-
[M+H]* 308,0909, zméf. 308,0910. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1,06 (t, J =
7,0 Hz, 3H, -CH.OCH2CHs), 3,49 (q, J = 7,0 Hz, 2H, -CH-OCH>CHs), 4,62 (d, J = 5,8
Hz, 2H, CHo-fur), 5,48 (s, 2H, -CH.OCH2CHs), 6,27 (d, J = 3,4 Hz, 1H, fur H3), 6,37
(bs, 1H, fur H4), 7,55 (dd, J = 1,7; 0,8 Hz, 1H, fur H5), 8,31 (s, 1H, pur H8), 8,80 (t, J =
5,7 Hz, 1H, pur NH). *C-NMR (125 MHz, DMSO-as) & (ppm): 14,7 (-CH:OCH2CHs),
36,7 (CHx-fur), 64,3 (-CH.OCH>CHjs), 72,1 (-CH-OCH2CHs), 107,2 (fur C3), 110,6 (fur
C4), 118,2 (pur C5), 142,0 (pur C8), 142,1 (fur C5), 150,2 (pur C4), 152,0 (fur C2),
153,4 (pur C2), 154,8 (pur C6).

2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9-(propoxymethyl)-9 H-purin-6-amin (11)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C14H16CINsO2, vytézek: 65%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 22,37; 98,0. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 322,7 (100,
[*3CI-M+H]*, 322,7 (30, [¥CI-M+H]*). HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro C14H16CIN5O>
[M+H]* 322,1065, zméf. 322,1066. 'H-NMR (500 MHz, DMSQO-ds) d (ppm): 0,77 (t, J =
7,3 Hz, 3H, -CH.OCH>CH2CHs), 1,41-1,48 (m, 2H, -CH.OCH2CH-CHs), 3,40 (t, J= 6,6
Hz, 2H, -CH-OCH.CH:CHs), 4,62 (d, J = 5,8 Hz, 2H, CH-fur), 5,49 (s, 2H,
-CH-OCH2CH2CH3), 6,27 (d, J= 3,1 Hz, 1H, fur H3), 6,38 (bs, 1H, fur H4), 7,56 (dd, J =
1,7, 0,8 Hz, 1H, fur H5), 8,32 (s, 1H, pur H8), 8,82 (t, J = 5,7 Hz, 1H, pur NH). "*C-NMR
(125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 10,9 (-CH2OCH2CH:CHs), 22,6 (-CH20CH>CH2>CHs),
37,2 (CHy-fur), 70,8 (-CH2OCH>CH>CHgs), 72,8 (-CH-OCH-CH2CHs), 107,7 (fur C3),
111,1 (fur C4), 118,6 (pur C5), 142,5 (pur C8), 142,6 (fur C5), 150,7 (pur C4), 152,5
(fur C2), 153,9 (pur C2), 155,3 (pur C6).

2-chlor-9-(2-ethoxyethyl)-N-(furan-2-ylmethyl)-9 H-purin-6-amin (12)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C14H16CINsO2, vytézek: 34%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 21,04; 97,87. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 322,1 (100,
[**CI-M+H]*), 324,2 (34, [¥’CI-M+H]*). HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro C14H1sCINsO2
[M+H]* 322,1065, zméf. 322,1065. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1,02 (t, J =
7,0 Hz, 3H, -CH.CH-OCH2CHs), 3,41 (g, J = 6,9 Hz, 2H, -CH-CH-OCH>CH3), 3,69
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(t, J = 5,3 Hz, 2H, -CH.CH-OCH>CHg), 4,25 (t, J = 5,3 Hz, 2H, -CH.CH-OCH2CH3),
4,61 (d, J= 5,5 Hz, 2H, CHx-fur), 6,26 (d, J= 2,8 Hz, 1H, fur H3), 6,37 (bs, 1H, fur H4),
7,55 (dd, J=1,8; 0,9 Hz, 1H, fur H5), 8,11 (s, 1H, pur H8), 8,71 (t, J= 5,0 Hz, 1H, pur
NH). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 14,9 (-CH.CH>OCH.CHz), 36,7 (CHo-fur),
43,1 (-CH-CH-OCH:CHs), 65,4 (-CH.CH-OCH>CHjs), 67,6 (-CH2CH-OCH>CHs), 107,1
(fur C3), 110,6 (fur C4), 118,1 (pur C5), 141,9 (pur C8), 142,0 (fur C5), 150,1 (pur C4),
152,1 (fur C2), 152,9 (pur C2), 154,7 (pur C6).

2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9-(oxetan-3-ylmethyl)-9 H-purin-6-amin (13)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C14H14CINsO2, vytézek: 73%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 18,54; 99,99. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 320,1 (100, [M+H]").
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Ci14H14CINsO2 [M+H]* 320,0909, zmér. 320,0909.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 3,38-3,46 (m, 1H, oxetan H3), 4,38 (t, J = 6,0
Hz, 2H, oxetan H2), 4,42 (d, J= 7,3 Hz, 2H, CH»-oxetan), 4,60 (d, J = 4,0 Hz, CH»-fur),
4,63 (d, J= 6,7 Hz, 2H, oxetan H2’), 6,25 (d, J = 3,1 Hz, 1H, fur H3), 6,37 (bs, 1H, fur
H4), 7,55 (dd, J = 1,8; 0,6 Hz, 1H, fur H5), 8,22 (s, 1H, pur H8), 8,76 (t, J = 5,7 Hz, 1H,
pur NH). ®*C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 34,5 (oxetan C3), 36,6 (CHo-fur),
45,5 (CH»-oxetan), 73,4 (2x C, oxetan C2), 107,2 (fur C3), 110,5 (fur C4), 118,2 (pur
C5), 141,5 (pur C8), 142,0 (fur C5), 150,1 (pur C4), 152,1 (fur C2), 153,0 (pur C2),
154,6 (pur C6).

2-chloro-9-cyklopentyl-N-(furan-2-ylmethyl)-9 H-purin (14)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C1sH16CINsO, vytézek: 82%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 27,32; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 317,8 (100,
[**CI-M+H]*), 319,8 (51, [¥*’CI-M+H]*). HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro C1sH1sCINsO
[M+H]* 318,1116, zméf. 318,1116. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1.65-1.71
(m, 2H, cP H3), 1.80-1.87 (m, 2H, cP H3"), 1.89-1.96 (m, 2H, cP H2), 2.09-2.15 (m, 2H,
cP H2Y, 4.61 (d, J = 5.5 Hz, 2H, CHy-fur), 4.77 (pent, J = 7.3 Hz, 1H, cP H1), 6.25
(d, J=3.1 Hz, 1H, fur H3), 6.36 (bs, 1H, fur H4), 7.54 (dd, J = 1.8, 0.9 Hz, 1H, fur H5),
8.25 (s, 1H, pur H8), 8.70 (t, J = 5.7 Hz, 1H, pur NH). '*C-NMR (125 MHz, DMSO-ds)
0 (ppm): 23.5 (2x C, cP C3), 32.0 (2x C, cP C2), 36.6 (CHx-fur), 55.5 (cP C1), 107.1
(fur C3), 110.5 (fur C4), 118.6 (pur C5), 140.0 (pur C8), 142.0 (fur C5), 149.9 (pur C4),
152.1 (fur C2), 152.7 (pur C2), 154.7 (pur C6).
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2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9 H-purin-6-amin (15)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C14H14CINsO2, vytézék: 26%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 19,56; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 320,1 (100,
[**CI-M+H]*), 322,2 (32, [¥’CI-M+H]*). HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro C14H14CINsO-
[M+H]* 320,0909, zméf. 320,0909. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 2,20-2,26
(m, 1H, THF H4), 2,43-2,48 (m, 1H, THF H4’), 3,83 (id, J = 8,7; 5,5 Hz, 1H, THF H5),
3,91-3,95 (m, 2H, THF H2, THF H2’), 4,08 (id, J = 8,2; 6,9 Hz, 1H, THF H5’), 4,61
(d, J=5,8 Hz, 2H, CH»-fur), 5,12 (td, J = 8,2; 3,5 Hz, 1H, THF H3), 6,25 (d, J = 2,8 Hz,
1H, fur H3), 6,37 (bs, 1H, fur H4), 7,55 (dd, J = 1,8; 0,9 Hz, 1H, fur H5), 8,16 (s, 1H,
pur H8), 8,77 (t, J = 5,3 Hz, 1H, pur NH). '3C-NMR (125 MHz, DMSO-ads) & (ppm): 31,9
(THF C4), 36,6 (CHz>-fur), 54,2 (THF C3), 66,5 (THF C5), 71,9 (THF C2), 107,1 (fur
C3), 110,5 (fur C4), 118,3 (pur C5), 139,6 (pur C8), 142,0 (fur C5), 149,8 (pur C4),
152,1 (fur C2), 152,8 (pur C2), 154,7 (pur C6).

2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-9 H-purin-6-amin (16)
Pevna bila latka, sumarni vzorec: C1sH16CINsO2, vytézek: 89%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 21,62; 99,9. ESI'-MS m/z (intenzita, iont): 334,8 (64,
[*3CI-M+H]*), 336,2 (22, [¥’CI-M+H]*). HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro C1sH16CINsO>
[M+H]* 334,1065, zméf. 334,1072. '"H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 1,53-1,58
(m, 2H, THP H5, THP H5), 1,67-1,76 (m, 1H, THP H4), 1,90-1,96 (m, 2H, THP HS3,
THP H4’), 2,15-2,23 (m, 1H, THP H3’), 3,65-3,70 (m, 1H, THP H6), 3,98 (dd, J = 10,9;
1,7 Hz, 1H, THP H6’), 4,62 (d, J = 4,0 Hz, 2H, CHx-fur), 5,56 (dd, J= 11,0; 1,2 Hz, 1H,
THP H2), 6,26 (d, J = 2,8 Hz, 1H, fur H3), 6,37 (bs, 1H, fur H4), 7,55 (dd, J=1,8; 0,9
Hz, 1H, fur H5), 8,39 (s, 1H, pur H8), 8,78 (t, J = 5,3 Hz, 1H, pur NH). *C NMR (125
MHz, DMSO-ds) & (ppm): 22,2 (THP C4), 24,4 (THP C5), 29,9 (THP C3), 36,6 (CH>-
fur), 67,6 (THP C6), 80,8 (THP C2), 107,0 (fur C3), 110,4 (fur C4), 118,1 (pur C5),
139,5 (pur C8), 142,0 (fur C5), 149,4 (pur C4), 152,0 (fur C2), 153,1 (pur C2), 154,7
(pur C6).

2-chlor-N-(furan-2-ylmethyl)-9-(furan-3-ylmethyl)-9 H-purin-6-amin (17)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C1sH12CINsO2, vytézek: 76%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 21,58; 99,99. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 330,1 (100,
[*3CI-M+H]*), 332,2 (30, [¥’CI-M+H]*). HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CisH12CINsO»
[M+H]* 330,0752, zméf. 330,0753. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-a6) d (ppm): 4,61 (d, J =
5,8 Hz, 2H, C6 CHa-fur), 5,17 (s, 2H, N9 CHx-fur), 6,25 (d, J = 3,1 Hz, 1H, C6 fur H3),
6,37 (bs, 1H, C6 fur H4), 6,49 (bs, 1H, N9 fur H4), 7,55 (d, J = 0,9 Hz, 1H, C6 fur H5),
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7,62 (t, J= 1,5 Hz, 1H, N9 fur H5), 7,69 (bs, 1H, N9 fur H2), 8,21 (s, 1H, pur H8), 8,74
(t, J = 5,2 Hz, 1H, pur NH). ®C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 36,7 (C6 CHo-fur),
37,8 (N9 CHo-fur), 107,2 (C6 fur C3), 110,4 (C6 fur C4), 110,5 (N9 fur C4), 118,2 (pur
C5), 120,9 (N9 fur C3), 141,0 (N9 fur C2), 141,3 (pur C8), 142,0 (C6 fur C5), 144,1 (N9
fur C5), 149,9 (pur C4), 152,1 (C6 fur C2), 153,0 (pur C2), 154,7 (pur C6).

9-cyklopentyl-2-fluor-N-(furan-2-ylmethyl)-9 H-purin-6-amin (18)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: CisH1sFNsO, vytézek: 7%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 22,10; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 302,3 (100,
[33CI-M+H]*), 303,2 (20, [¥*’CI-M+H]*). HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CisHisFNsO
[M+H]* 302,1412, zméf. 302,1412. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 1,65-1,71
(m, 2H, cP H3, cP H3), 1,81-1,87 (m, 2H, cP H3, cP H3%), 1,90-1,97 (m, 2H, cP H2, cP
H2%), 2,08-2,15 (m, 2H, cP H2, cP H2%), 4,60 (d, J = 5,8 Hz, 2H, CH>-fur), 4,70-4,76 (m,
1H, cP H1), 6,24 (d, J = 2,4 Hz, 1H, fur H3), 6,36 (dd, J = 2,8; 1,8 Hz, 1H), 7,55 (bs,
1H, fur H5), 8,21 (s, 1H, pur H8), 8,77 (t, J = 5,2 Hz, 1H, pur NH). "*C-NMR (125 MHz,
DMSO-ads) d (ppm): 23,5 (2x C, cP C3), 31,9 (2x C, cP C2), 36,7 (CH-fur), 55,5 (cP
C1), 107,0 (fur C3), 110,5 (fur C4), 117,9 (pur C5), 139,9 (pur C8), 142,0 (fur C5),
150,0 (d, 3Jcr = 19,2 Hz, pur C4), 152,1 (fur C5), 155,7 (d, 3Jor = 20,4 Hz, pur C6),
158,3 (d, 'Jer = 202,7 Hz, pur C2).

9-cyklopentyl-Nf-(furan-2-ylmethyl)-NP-methyl-9 H-purin-2,6-diamin (19)

Bild pevna latka, sumarni vzorec: CieH20N6O, vytézek: 77%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 21,79; 98,6. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 313,4 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CisH20NeO2 [M+H]* 313,1771, zmér. 313,1769.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dk) d (ppm): 1,63-1,67 (m, 2H, cP H3), 1,83-1,87 (m, 2H, cP
H3%, 1,89-1,96 (m, 2H, cP H2), 2,03-2,08 (m, 2H, cP H2%), 2,76 (d, J = 4,9 Hz, 3H,
-NHCHs), 4,60 (bs, 2H, CHo-fur), 4,66 (pent, J = 7,6 Hz, 1H, cP H1), 6,21 (d, J = 2,8
Hz, 1H, fur H3), 6,28 (bs, 1H, -NHCHs), 6,34 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,51 (dd,
J=1,8;0,9 Hz, 1H, fur H5), 7,61 (bs, 1H, pur NH), 7,75 (s, 1H, pur H8). *C-NMR (125
MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 23,7 (2x C, cP C3), 28,3 (-NHCHs), 31,8 (2x C, cP C2), 36,2
(CHa-fur), 54,6 (cP C1), 106,5 (fur C3), 110,4 (fur C4), 113,7 (pur C5), 135,7 (pur C8),
141,6 (fur C5), 151,3 (pur C4), 153,6 (fur C2), 154,2 (pur C6), 159,6 (pur C2).
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9-cyklopentyl-Nf-(furan-2-ylmethyl)-N?, N°-dimethyl-9 H-purin-2,6-diamin (20)

Bild pevna latka, sumarni vzorec: Ci17H22NgO, vytézek: 83%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 26,14; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzota, iont): 327,4 (100, [M+H]").
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Ci7H22NeO [M+H]* 327,1931, zmeér. 327,1931.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dk) d (ppm): 1,61-1,69 (m, 2H, cP H3), 1,81-1,89 (m, 2H, cP
H3Y), 1,91-1,98 (m, 2H, cP H2), 2,04-2,10 (m, 2H, cP H2"), 3,06 (s, 6H, -N(CHs)z), 4,58
(bs, 2H, CHo-fur), 4,67 (pent, J = 7,6 Hz, 1H, cP H1), 6,21 (d, J = 3,1 Hz, 1H, fur H3),
6,34 (dd, J=3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,51 (d, J = 0,9 Hz, 1H, fur H5), 7,73 (bs, 1H, pur
NH), 7,78 (s, 1H, pur H8). ¥C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 23,8 (2x C, cP C3),
31,7 (2x C, cP C2), 36,4 (CH»-fur), 36,9 (2x C, -N(CHs)2), 54,8 (cP C1), 106,5 (fur C3),
110,4 (fur C4), 113,1 (pur C5), 136,2 (pur C8), 141,6 (fur C5), 151,2 (pur C4), 153,6
(fur C2), 153,7 (pur C6), 158,8 (pur C2).

NP-(2-aminoethyl)-9-cyklopentyl-N°-(furan-2-ylmethyl)-N°-methyl-9 H-purin-2,6-
diamin (21)

Bild pevna latka, sumarni vzorec: CigH2sN7O, vytézek: 36%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 16,41; 97,2. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 356,4 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CigH2sN-O [M+H]" 356,2193, zmér. 356,2190.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dk) d (ppm): 1,60-1,68 (m, 2H, cP H3), 1,82-1,90 (m, 2H, cP
H3), 1,92-1,99 (m, 2H, cP H2), 2,04-2,10 (m, 2H, cP H2), 2,75 (t, J = 6,7 Hz, 2H,
-N(CH3)CH2CH2NH2), 3,08 (s, 3H, -N(CHs)CH2CH2NHy), 3,55 (t, J = 6,7 Hz, 2H,
-N(CH3s)CH2CH2NHy), 4,61 (bs, 2H, CH»-fur), 4,67 (pent, J = 7,5 Hz, 1H, cP H1), 6,21
(d, J=2,8 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,51 (dd, J=1,8; 0,9
Hz, 1H, fur H5), 7,70 (bs, 1H, pur NH), 7,76 (s, 1H, pur H8). 3C-NMR (125 MHz,
DMSO-ds) © (ppm): 239 (2x C, cP C3), 31,7 (2x C, cP C2), 359
(-N(CH3)CH2CH2NHz), 36,4 (CHx-fur), 39,4  (-N(CH3)CH2CH:NH2), 51,8
(-N(CH3)CH2CH2NH>), 54,8 (cP C1), 106,4 (fur C3), 110,4 (fur C4), 113,3 (pur C5),
136,2 (pur C8), 141,6 (fur C5), 151,1 (pur C4), 153,6 (fur C2), 153,8 (pur C6), 158,3
(pur C2).

9-cyklopentyl-N?-[2-(dimethylamino)ethyl]-N°-(furan-2-ylmethyl)-9 H-purin-2,6-
diamin (22)

Bild pevna latka, sumarni vzorec: Ci9H27N7O, vytézek: 65%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 13,83; 97,7. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 370,5 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CioH27N7O [M+H]* 370,2347, zmér. 370,2347.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dk) d (ppm): 1,60-1,68 (m, 2H, cP H3), 1,80-1,88 (m, 2H, cP
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H39), 1,91-1,98 (m, 2H, cP H2), 2,02-2,09 (m, 2H, cP H2), 2,20 (s, 6H,
-NHCH2>CHz:N(CHs)2), 2,45 (t, J = 6,9 Hz, 2H, -NHCH>CH:N(CHs)2), 3,34 (g, J = 6,4
Hz, 2H, -NHCH2CH2N(CHs)2), 4,59 (bs, 2H, CHo-fur), 4,64 (pent, J = 7,3 Hz, 1H, cP
H1), 6,18 (bs, 1H, -NHCH2CH2N(CHj3)2), 6,20 (dd, J = 3,3; 0,6 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd,
J=3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,51 (dd, J = 1,8; 1,0 Hz, 1H, fur H8), 7,64 (bs, 1H, pur
NH), 7,75 (s, 1H, pur H8). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-a5s) 5 (ppm): 23,7 (2x C, cP C3),
31,7 2x C, cP C2), 36,2 (CHxfur), 38,8 (-NHCH-CH:N(CHs)2), 45,0 (2x C,
-NHCH2>CH:N(CHs)2), 54,8 (cP C1), 58,2 (-NHCH2CH2N(CHs)2), 106,4 (fur C3), 110,4
(fur C4), 113,8 (pur C5), 135,9 (pur C8), 141.,6 (fur C5), 150,9 (pur C4), 153,5 (fur C2),
154,2 (pur C6), 158,8 (pur C2).

NP-(2-aminoethyl)-9-cyklopentyl-N°-(furan-2-ylmethyl)-9 H-purin-2,6-diamin (23)
Bild pevna latka, sumarni vzorec: Ci7H23sN7O, vytézek: 47%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 13,96; 97,4. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 342,4 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Ci7H2sN-O [M+H]* 342,2038, zmeér. 342,2038.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dks) d (ppm): 1,62-1,66 (m, 2H, cP H3), 1,82-1,86 (m, 2H, cP
H3%), 1,89-1,95 (m, 2H, cP H2), 2,02-2,07 (m, 2H cP H), 2,72 (t, J = 6,1 Hz, 2H,
-NHCH2CH2NH2), 3,16 (bs, 2H, -NHCH:CH:NH.), 3,27 (q, J = 6,0 Hz, 2H,
-NHCH2CH2NH2), 4,61 (bs, 2H, CH-fur), 4,63 (pent, J = 7,3 Hz, 1H, cP H2), 6,22
(d, J = 3,1 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 6,37 (bs, 1H,
-NHCH>CH:NH), 7,51 (dd, J = 1,7; 0,8 Hz, 1H, fur H5), 7,69 (bs, 1H, pur NH), 7,76
(s, 1H, pur H8). *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 23,7 (2x C, cP C3), 31,8
(2x C, cP C2), 36,2 (CHz2-fur), 41,1 (-NHCH2CH2NH), 44,1 (-NHCH2CH2NH>), 54,7
(cP C1), 106,5 (fur C3), 110,4 (fur C4), 113,8 (pur C5), 135,8 (pur C8), 141,6 (fur C2),
151,0 (pur C4), 153,5 (fur C2), 154,3 (pur C6), 159,1 (pur C2).

2-({9-cyklopentyl-6-[(furan-2-ylmethyl)amino]-9 H-purin-2-yl}Jamino)ethan-1-ol (24)
Bild pevna latka, sumarni vzorec: Ci7H22NeO2, vytézek: 69%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 19,14; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 343,4 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Ci7H22NeO2 [M+H]* 343,1879, zmér. 343,1879.
"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,61-1,68 (m, 2H, cP H3), 1,81-1,88 (m, 2H, cP
H3%), 1,89-1,96 (m, 2H, cP H2), 2,03-2,09 (m, 2H, cP H2, 3,30-3,33 (m, J = 6,1 Hz,
2H, -NHCH>CH>OH), 3,51 (app t, J = 6,1 Hz, 2H, -NHCH>CH>OH), 4,59-4,66 (m, 4H,
CHo-fur, cP C1, -NHCH>CH>0H), 6,22 (d, J = 2,8 Hz, 2H, fur H3, -NHCH-CH-OH), 6,34
(dd, J=3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,51 (dd, J=1,8; 0,8 Hz, 1H, fur H5), 7.66 (bs, 1H, pur
NH), 7,76 (s, 1H, pur H8). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-as) 3 (ppm): 24,2 (2x C, cP C3),
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32,3 (2x C, cP C2), 36,7 (CHfur), 44,5 (-NHCH.CH,OH), 552 (cP C1), 60,8
(-NHCH>CHz0H), 107,1 (fur C3), 110,9 (fur C4), 114,3 (pur C5), 136,4 (pur C8), 142,1
(fur C5), 151,6 (pur C4), 154,0 (fur C2), 154,8 (pur C6), 159,5 (pur C2).

9-cyklopentyl-N-(furan-2-ylmethyl)-2-morfolino-9H-purin-6-amin (25)

Bilda pevna latka, sumarni vzorec: Ci9H24NeO2, vytézek: 86%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 24,37; 98,7. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 369,2 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CisH2NeO2 [M+H]* 369,2035, zméf. 369,2035.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dk) d (ppm): 1,62-1,68 (m, 2H, cP H3), 1,81-1,88 (m, 2H, cP
H3%), 1,89-1,96 (m, 2H, cP H2), 2,04-2,11 (m, 2H, cP H2), 3,62 (s, 8H, morfolin H2,
morfolin H3), 4,57 (bs, 2H, CH»-fur), 4,67 (pent, J = 7,6 Hz, 1H, cP H1), 6,21 (dd, J =
3,1; 0,6 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,51 (dd, J=1,8; 0,6 Hz,
1H, fur H5), 7,84 (s, 1H, pur H8), 7,85 (bs, 1H, pur NH). '*C-NMR (125 MHz, DMSO-ds)
0 (ppm): 23,7 (2x C, cP C3), 31,8 (2x C, cP C2), 36,4 (CHx-fur), 44,7 (2x C, morfolin
C2), 54,8 (cP C1), 66,1 (2x C, morfolin C3), 106,5 (fur C3), 110,4 (fur C4), 114,0 (pur
C5), 136,8 (pur C8), 141,6 (fur C5), 150,8 (pur C4), 153,4 (fur C2), 153,9 (pur C6),
158,2 (pur C2).

NP-(furan-2-yImethyl)-N*-methyl-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9 H-purin-2,6-diamin (26)
Bild pevna latka, sumarni vzorec: CisH1sNeO2, vytézek: 72%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 17,51; 99,3. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 315,2 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CisHigNeO2 [M+H]* 315,1564, zmér. 315,1565.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dk) d (ppm): 2,19-2,25 (m, 1H, THF H4), 2,37-2,44 (m, 1H,
THF H4%), 2,76 (d, J = 4,6 Hz, 3H, -NHCHs), 3,83 (id, J = 8,6, 5,5 Hz, 1H, THF H5),
3,88 (dd, J=9,3, 3,8 Hz, 1H, THF H2), 3,93 (dd, J= 9,2, 5,8 Hz, 1H, THF H2"), 4,07 (q,
J=7,7 Hz, 1H, THF H5"), 4,59 (bs, 2H, CHz-fur), 4,96-5,00 (m, 1H, THF H3), 6,22 (d, J
= 2,8 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 6,36 (bs, 1H, -NHCHj3),
7,51 (dd, J = 1,6; 0,8 Hz, 1H, fur H5), 7,71 (s, 2H, pur NH, pur H8). *C-NMR (125
MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 28,3 (-NHCHs), 31,7 (THF C4), 36,2 (CH»-fur), 53,3 (THF
C3), 66,6 (THF C5), 71,7 (THF C2), 106,6 (fur C3), 110,4 (fur C4), 113,3 (pur C5),
135,3 (pur C8), 141,6 (fur C5), 151,1 (pur C4), 153,5 (fur C2), 154,2 (pur C6), 159,7
(pur C2).
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NP-(furan-2-yImethyl)-N?, N°-dimethyl-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9 H-purin-2,6-diamin
(27)

Zluta pevna latka, sumarmni vzorec: C1sH2oNsO2, vytéZzek: 77%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 22,38; 99,3. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 329,2 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CisH20NeO2 [M+H]* 329,1721, zmér. 329,1721.
"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 2,21-2,27 (m, 1H, THF H4), 2,37-2,44 (m, 1H,
THF H4), 3,07 (s, 6H, -N(CHs)2), 3,82-3,89 (m, 2H, THF H2, THF H5), 3,95 (dd, J =
9,3; 6,0 Hz, 1H, THF H2, 4,07 (q, J = 7,7 Hz, 1H, THF H5), 4,59 (bs, 2H, CH.-fur),
4,98-5,02 (m, 1H, THF H3), 6,21 (dd, J = 3,1; 0,6 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J=3,4; 1,8
Hz, 1H, fur H4), 7,51 (dd, J = 1,8; 0,9 Hz, 1H, fur H5), 7,74 (s, 1H, pur H8), 7,80 (bs,
1H, pur NH). ®C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 31,6 (THF C4), 36,4 (CH.-fur),
37,0 (-N(CHs)2), 53,4 (THF C3), 66,7 (THF C5), 71,6 (THF C2), 106,5 (fur C3), 110,4
(fur C4), 112,7 (pur C5), 135,8 (pur C8), 141,6 (fur C5), 151,0 (pur C4), 153,5 (fur C2),
153,7 (pur C6), 159,0 (pur C2).

NP-(2-aminoethyl)-Nf-(furan-2-ylmethyl)-N*-methyl-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9 H-
purin-2,6-diamin (28)

Bild pevna latka, sumarni vzorec: C17H23sN7O2, vytézek: 28%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 9,86; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 358,2 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Ci7H23N7O02 [M+H]* 358,1986, zmer. 358,1990.
"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 2,22-2,28 (m, 1H, THF H4), 2,35-2,44 (m, 1H,
THP H4Y), 276 (t, J = 6,7 Hz, 2H, -N(CHs)CH2CH:NH,), 3,08 (s, 3H,
-N(CH3)CH2CH2NHzy), 3,57 (t, J = 6,7 Hz, 2H, -N(CH3)CH-CH2NH,), 3,84 (dd, J = 8,6;
5,5 Hz, 1H, THF H5), 3,86 (dd, J = 9,3; 4,0 Hz, 1H, THF H2), 3,95 (dd, J = 9,2; 6,1 Hz,
1H, THF H2'), 4,07 (q, J = 7,8 Hz, 1H, THF H5), 4,58 (bs, 2H, CH-fur), 4,97-5,01 (m,
1H, THF H3), 6,22 (d, J = 3,1 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4),
7,51 (dd, J = 1,9, 0,5 Hz, 1H, fur H), 7,73 (s, 1H, pur H8), 7,79 (bs, 1H, pur NH).
BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 31,5 (THF C4), 35,9 (-N(CHs)CH2CH2NH>),
36,4 (CHz-fur), 39,5 (-N(CH3)CH2CH2NH2), 51,6 (-N(CH3)CH2CH2NHz), 53,4 (THF C3),
66,7 (THF C5), 71,5 (THF C2), 106,5 (fur C3), 110,4 (fur C4), 113,0 (pur C5), 135,8
(pur C8), 141,6 (fur C5), 151,0 (pur C4), 153,6 (fur C2), 153,8 (pur C6), 158,5 (pur C2).

)
)
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NP-[2-(dimethylamino)ethyl]-Nf-(furan-2-yimethyl)-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9 H-
purin-2,6-diamin (29)

Bila pevna latka, sumarni vzorec: C1sH2sN7O2, vytézek: 35%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 9,02; 97,1. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 372,2 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CigH2sN;O2 [M+H]* 372,2142, zméf. 372,2143.
'"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2,16 (s, 6H, -NHCH.CH2N(CHz)2), 2,21-2,27
(m, 1H, THF H4), 2,38-2,41 (m, 3H, -NHCH2CH2N(CHzs)2, THF H4%), 3,33 (q, J = 6,4 Hz,
2H, -NHCH2CH2N(CHa)2), 3,84 (id, J = 8,6; 5,5 Hz, 1H, THF H5), 3,88 (dd, J = 9,3; 4,1
Hz, 1H, THF H2), 3,93 (dd, J = 9,2; 5,8 Hz, 1H, THF H2), 4,06 (g, J= 7,7 Hz, 1H, THF
H5%), 4,59 (bs, 2H, CH-fur), 4,93-4,98 (m, 1H, THF H3), 6,20 (dd, J = 3,1; 0,6 Hz, 2H,
fur H3, -NHCH2CH2N(CHs)2), 6,34 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,51 (dd, J = 1,7;
0,8 Hz, 1H, fur H5), 7,71 (s, 2H, pur NH, pur H8). '*C-NMR (125 MHz, DMSO-ad5)
0 (ppm): 31,6 (THF C4), 36,2 (CHo-fur), 39,0 (-NHCH>CH:N(CHs)2), 45,2 (2x C,
-NHCH2CH:N(CHs)2), 53,4 (THF C3), 58,3 (-NHCH2CH2N(CHs)2), 66,6 (THF C5), 71,6
(THF C2), 106,4 (fur C3), 110,4 (fur C4), 113,5 (pur C5), 135,4 (pur C8), 141,6 (fur C5),
151,1 (pur C4), 153,5 (fur C2), 154,3 (pur C6), 159,0 (pur C2).

NP-(2-aminoethyl)-Nf-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9 H-purin-2,6-
diamin (30)

Bild pevna latka, sumarni vzorec: C16H21N7O2, vytézek: 31%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 8,31; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 344,2 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CieH21N7;O2 [M+H]* 344,1832, zmér. 344,1832.
'"H-NMR (400 MHz, DMSO-dk) d (ppm): 2,19-2,26 (m, 1H, THF H4), 2,35-2,45 (m, 1H,
THF H49, 2,76 (t, J = 5,9 Hz, 2H, -NHCH2CH:NHz), 3,31 (q, J = 5,9 Hz, 2H,
-NHCH>CH:NHy), 3,83 (id, J = 8,7; 5,5 Hz, 1H, THF H6), 3,87 (dd, J = 9,6; 3,7 Hz, 1H,
THF H2), 3,93 (dd, J = 9,1; 5,9 Hz, 1H, THF H2'), 4,06 (q, J = 7,8 Hz, 1H, H5'), 4,60
(bs, 2H, CHo-fur), 4,94-4,99 (m, 1H, THF H3), 6,22 (d, J = 2,7 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd,
J=2,7;1,8 Hz, 1H, fur H4), 6,46 (1, J = 4,6 Hz, 1H, -NHCH-CH:NH>), 7,51 (s, 1H, fur
H5), 7,72 (s, 2H, pur NH, pur H8). *C-NMR (100 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 31,7 (THF
C4), 36,3 (CHx-fur), 40,8 (-NHCH2CH2NH>), 43,1 (-NHCH>CH2NH>), 53,4 (THF H3),
66,6 (THF C5), 71,7 (THF C2), 106,6 (fur C3), 110,4 (fur C4), 113,5 (pur C5), 1354
(pur C8), 141,6 (fur C5), 151,0 (pur C4), 153,5 (fur C2), 154,3 (pur C6), 159,1 (pur C2).

N-(furan-2-ylmethyl)-2-morfolino-9-(tetrahydrofuran-3-yl)-9 H-purin-6-amin (31)
Svétle zluta pevna latka, sumarni vzorec: CigH2oNsOs, vytézek: 97%. HPLC-UV/VIS
retencni €as, Cistota (min; %): 20,43; 98,2. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 371,2 (100,

68



[M+H]*). HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CigH22NsOs [M+H]* 371,1826, zmér.
371,1828. 'H-NMR (500 MHz, DMSO-as) & (ppm): 2,20-2,26 (m, 1H, THF H4), 2,37-
2,45 (m, 1H, THF H4"), 3,63 (s, 8H, morfolin H2, morfolin H3), 3,81-3,88 (m, 2H, THF
H2, THF H5), 3.94 (dd, J = 9,3; 6,0 Hz, 1H, THF H2‘), 4,06 (id, J = 8,1; 7,1 Hz, 1H,
THF H5Y), 4,57 (bs, 2H, CH.-fur), 4,99-5,08 (m, 1H, THF H3), 6,21 (dd, J = 3,1; 0,6 Hz,
1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,51 (dd, J=1,8; 0,6 Hz, 1H, fur H5),
7,79 (s, 1H, pur H8), 7,93 (s, 1H, pur NH). "*C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
31,7 (THF C4), 36,4 (CHx-fur), 44,7 (2x C, morfolin C3), 53,4 (THF C3), 66,1 (2x C,
morfolin C2), 66,7 (THF C5), 71,6 (THF C2), 106,6 (fur C3), 110,4 (fur C4), 113,6 (pur
C5), 136,3 (pur C8), 141,6 (fur C5), 150,8 (pur C4), 153,4 (fur C2), 153,9 (pur C6),
158,3 (pur C2).

Ne-(furan-2-yImethyl)-NP-propyl-9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-9 H-purin-2,6-diamin
(32)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: CisH24NsO2, vytézek: 47%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 23,42; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 357,2 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CigH2aNeO2 [M+H]* 357,2034, zmér. 357,2035.
"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 0,86 (t, J = 7,3 Hz, 3H, -NHCH.CH>CHs), 1,47-
1,58 (m, 4H, THP H5, THP H5, -NHCH2CH-CHs), 1,61-1,70 (m, 1H, THP H4), 1,84
(ddd, J = 12,5; 5,2; 3,4 Hz, 1H, THP H3), 1,92 (bd, J = 11,6 Hz, 1H, THP H4’), 2,16
(9d, J = 11,6; 2,8 Hz, 1H, THP H3’), 3,20 (dt, J = 7,0; 6,4 Hz, 2H, -NHCH>CH>CHs),
3,55-3,60 (m, 1H, THP H6), 3,97 (bd, J = 11,3 Hz, 1H, THP H6’), 4,61 (bs, 2H, CH»>-
fur), 5,40 (d, J = 10,1 Hz, 1H, THP H2), 6,20 (d, J = 2,4 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J =
3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 6,44 (bs, 1H, -NHCH>CH-CHjs), 7,51 (dd, J = 1,8; 0,9 Hz, 1H,
fur H5), 7,70 (bs, 1H, pur NH), 7,87 (s, 1H, pur H8). ®C-NMR (125 MHz, DMSO-dk)
0 (ppm): 11,6 (-NHCH2CH2CHs), 22,5 (-NHCH2CH2CHs), 22,7 (THP C4), 24,6 (THP
C5), 30,2 (THP C3), 36,3 (CH2-fur), 43,0 (-NHCH>CH>CHj3), 67,6 (THP C6), 80,3 (THP
C2), 106,4 (fur C3), 110,4 (fur C4), 113,0 (pur C5), 135,0 (pur C8), 141,6 (fur C5),
151,0 (pur C4), 153,5 (fur C2), 154,2 (pur C6), 159,4 (pur C2).

Nf-(furan-2-yImethyl)-N?, N°-dipropyl-9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-9 H-purin-2,6-
diamin (33)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C21H3oNsO2, vytézek: 39%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 18,67; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 399,4 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Cz21H3oNeO2 [M+H]* 399,2503, zméf. 399,2505.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 0,84 (t, J = 7,5 Hz, 6H, -N(CH2.CH2CHz)),
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1,51-1,57 (m, 6H, THP H5, THP H5, -N(CH2CH2CHs)2), 1,63-1,69 (m, 1H, THP H4),
1,85 (ddd, J = 12,8; 5,4; 3,1 Hz, 1H, THP H3), 1,90-1,93 (m, 1H, THP H4"), 2,28 (qd,
J=12,1; 3,7 Hz, 1H, THP H3"), 3,39-3,48 (m, 4H, -N(CH-CH>CHs)), 3,55-3,60 (m, 1H,
THP H6), 3,97 (ddd, J = 11,1; 4,7; 3,1 Hz, 1H, THP H6), 4,58 (bs, 2H, CHx-fur), 5,40
(dd, J=10,9; 2,0 Hz, 1H, THP H2), 6,15 (d, J = 2,8 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,1;
1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,50 (dd, J = 1,8; 0,9 Hz, 1H, fur H5), 7,75 (bs, 1H, pur NH), 7,85
(s, 1H, pur H8). ¥C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 11,4 (2x C, -N(CH2CH2CHz)s),
20,9 (2x C, -N(CH2CH2CHg)2), 22,6 (THP C4), 24,6 (THP C5), 29,8 (THP C3), 36,5
(CHz-fur), 49,4 (2x C, -N(CH2CH2CHs)2), 67,5 (THP C6), 80,8 (THP C2), 106,0 (fur C3),
110,3 (fur C4), 112,6 (pur C5), 135,4 (pur C8), 141,5 (fur C5), 151,0 (pur C4), 153,7
(fur C2), 153,8 (pur C6), 158,1 (pur C2).

Ne-benzyl-N°-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-9 H-purin-2,6-diamin
(34)

Bild pevna latka, sumarni vzorec: Cz2H24NeO2, vytézék: 49%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 24,43; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 405,2 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro C22H24NeO2 [M+H]* 405,2034, zmér. 405,2035.
"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1.51-1.56 (m, 2H, THP H5, THP H5), 1.64-
1.69 (m, 1H, THP H4), 1.80-1.85 (m, 1H, THP H3), 1.90-1.95 (m, 1H, THP H4"), 2.12-
2.20 (m, 2H, THP H3Y), 3.56-3.62 (m, 1H, THP H6), 3.97 (bd, J = 12.2 Hz, 1H, THP
H6%), 4.44 (d, J = 6.1 Hz, 2H, PheCH>NH-), 4.55 (bs, 2H, CH»-fur), 5.40 (dd, J = 10.9,
2.0 Hz, 1H, THP H2), 6.12 (bs, 1H, fur H3), 6.31 (s, 1H, fur H4), 7.08 (bs, 1H,
PheCH2NH-), 7.16 (t, J = 7.3 Hz, 1H, Phe Hp), 7.25 (t, J= 7.5 Hz, 2H, Phe Hn), 7.33 (d,
J=7.3Hz, 2H, Phe H,), 7.50 (d, J= 0.9 Hz, 1H, fur H5), 7.74 (bs, 1H, pur NH), 7.88 (s,
1H, pur H8).

N2, NP-bis(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-9 H-purin-2,6-diamin (35)

Bilda pevna latka, sumarni vzorec: CzoH22NeO3, vytézek: 17%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 22,84; 96,6. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 395,3 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro C2oH22NeOs [M+H]* 395,1826, zmér. 395,1827.
'"H-NMR (500 MHz, DMSO-dk) & (ppm): 1,52-1,56 (m, 2H), 1,63-1,72 (m, 1H, THP H4),
1,84 (ddd, J=12,5; 5,7; 3,3 Hz, 1H, THP H3), 1,93 (d, J= 11,9 Hz, 1H, THF H4’), 2,18
(gd, J=12,0; 2,9 Hz, 1H, THP HJ3), 3,57-3,62 (m, 1H, THP H6), 3,97 (dd, J=11,0; 1,8
Hz, 1H, THP H6’), 4,43 (d, J = 6,4 Hz, 2H, C2 CHx-fur), 4,58 (bs, 2H, C6 CH>-fur), 5,42
(d, J=10,4 Hz, 1H, THP H2), 6,19 (bs, 2H, C2 fur H3, C6 fur H3), 6,32-6,34 (m, 2H,
C2 fur H4, C6 fur H4), 6,90 (bs, 1H, C2 —_NHCH2-fur), 7,50 (d, J = 0,9 Hz, 1H, C2 fur
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H5) 7,51 (d, J = 0,9 Hz, 1H, C6 fur H5), 7,79 (bs, 1H, pur NH), 7,91 (s, 1H, pur H8).
8C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 22,6 (THP C4), 24,6 (THP C5), 30,1 (THP
C3), 36,2 (C6 CHa-fur), 38,1 (C2 CH-fur), 67,6 (THP C8), 80,4 (THP C2), 106,2 (C2 fur
C3), 106,6 (C6 fur C3), 110,3 (C2 fur C4), 110,4 (C6 fur C4), 113,3 (pur C5), 135,3 (pur
C8), 141,3 (C2 fur C5), 141,6 (C6 fur C5), 150,7 (pur C4), 153,3 (C6 fur C2), 154,2 (pur
C6, C2 fur C2), 158.8 (pur C2).

NP-cyklopentyl-N°-(furan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-9 H-purin-2,6-
diamin (36)

Bila pevna latka, sumarni vzorec: CzoH26NeO2, vytézek: 50%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 25,11; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 383,2 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CzoH26NeO2 [M+H]* 383,2190, zméf. 383,2190.
'"H-NMR (500 MHz, DMSO-dk) d (ppm): 1,42-1,56 (m, 6H, cP H3, cP H3‘, THP H5,
THP H5Y), 1,61-1,68 (m, 3H, cP H2, THP H4), 1,87-1,83 (m, 3H, cP H2', THP H3), 1,93
(d, J=12,2 Hz, 1H, THP H4%), 2,17 (qd, J = 12,1; 3,4 Hz, 1H), 3,55-3,60 (m, 1H, THP
H6), 3,95-3,99 (m, 1H, THP H6), 4,11-4,18 (m, 1H, cP H1), 4,60 (bs, 2H, CHx-fur),
5,39 (d, J= 10,4 Hz, 1H, THP H2), 6,19 (d, J = 2,8 Hz, 1H, fur H3), 6,35 (dd, J = 3,1;
1,8 Hz, 1H, fur H4), 6,38 (d, J = 4,9 Hz, 1H, -NHcP), 7,51 (d, J = 0,9 Hz, 1H, fur H5),
7,70 (bs, 1H, pur NH), 7,87 (s, 1H, pur H8). "*C-NMR (125 MHz, DMSO-as) d (ppm):
22,7 (THP C4), 23,5 (2x C, cP C3), 24,6 (THP C5), 30,1 (THP C3), 32,5 (2x C, cP C2),
36,4 (CHq-fur), 52,7 (cP C1), 67,6 (THP C6), 80,3 (THP C2), 106,4 (fur C3), 110,4 (fur
C4), 113,1 (pur C5), 135,0 (pur C8), 141,6 (fur C5), 150,9 (pur C4), 153,6 (fur C2),
154,2 (pur C6), 159,0 (pur C6).

N-(furan-2-ylmethyl)-2-(pyrrolidin-1-yl)-9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-9 H-purin-6-
amin (37)

Bild pevna latka, sumarni vzorec: Ci9H24NeO2, vytézek: 75%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 25,35; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 369,2 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Ci9H2aNeO2 [M+H]* 369,2034, zmér. 369,2034.
"H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,50-1,56 (m, 2H, THP H5, THP H5), 1,62-
1,72 (m, 1H, THP H4), 1,83-1,93 (m, 6H, pyrrolidin H3, THP H3, THP H4"), 2,18 (qd,
J=12,2; 8,7 Hz, 1H, THP H3"), 3,46 (s, 4H, pyrrolidin H2), 3,57-3,62 (m, 1H, THP H6),
3,96 (d, J = 11,0 Hz, 1H, THP H6), 4,60 (bs, 2H, CHx-fur), 5,44 (dd, J = 10,7; 1,8 Hz,
1H, THP H2), 6,21 (d, J = 2,8 Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 2,8; 1,8 Hz, 1H, fur H4),
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7,51 d, J = 0,6 Hz, 1H, fur H5), 7,75 (bs, 1H, pur NH), 7,88 (s, 1H, pur H8).
BC-NMR (125 MHz, DMSO-as) d (ppm): 22,7 (THP C4), 24,6 (THP C5), 25,1 (2x C,
pyrrolidin C3), 30,2 (THP C3), 36,3 (CH»-fur), 46,5 (2x C, pyrrolidin C2), 67,6 (THP
C6), 80,3 (THP C2), 106,6 (fur C3), 110,4 (fur C4), 112,6 (pur C5), 135,2 (pur C8),
141,6 (fur C5), 150,9 (pur C4), 153,6 (fur C2), 153,9 (pur C6), 157,4 (pur C2).

NP-(6-aminohexyl)-N°-(furan-2-yImethyl)-9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-9 H-purin-
2,6-diamin (38)

Bild pevna latka, sumarni vzorec: Cz1H31N7O2, vytézek: 85%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 17,13; 96,0. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 414,3 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro Cz21HziN7O2 [M+H]" 414,2612, zmér. 414,2612.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dk) 0 (ppm): 1,27-1,30 (m, 4H,
-NHCH2>CH>CH>CH>CH>CH2NH>, -NHCH>CH>CH>CH>CH>CH2NH), 1,38-1,43 (m, 2H,
-NHCH>CH2CH2CH>CH>CH2NH2), 1,47-1,57 (m, 4H, THP H5, THP H5,
-NHCH>CH>CH>CH>CH>CH2NH>), 1,63-1,71 (m, 1H, THP H4), 1,85 (dq, J = 12,9; 2,8
Hz, 1H, THP H3), 1,91-1,96 (m, 1H, THP H4), 2,13-2,22 (m, 1H, THP H3), 2,58
(t, J = 7,2 Hz, 2H, -NHCH2CH.CH>CH>CH>CH:NH), 3,23 (q, J = 6,6 Hz, 2H,
-NHCH2CH2CH2CH2CH2CH2NHy), 3,56-3,61 (m, 1H, THP H6), 3,96-3,99 (m, 1H, THP
H6), 4,62 (bs, 2H, CH-fur), 5,40 (dd, J = 10,7; 1,8 Hz, 1H, THP H2), 6,20 (d, J = 3,1
Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 6,38 (bs, 1H,
-NHCH>CH>CH>CH>CH>CH2NH>), 7,51 (dd, J = 1,8; 0,9 Hz, 1H, fur H5), 7,61 (bs, 1H,
pur NH), 7,85 (s, 1H, pur H8). "*C-NMR (125 MHz, DMSO-dk) d (ppm): 22,6 (THP C4),
245 (THP C5), 26,0 (-NHCH2CH2CH2CH2CH2CH2NH>), 26,3
(-NHCH2CH2CH2CH2CH2CH2NHz2), 29,2 (-NHCH2CH>CH2CH>CH>CH2NH>), 30,1 (THP
C3), 30,7 (-NHCH2CH2CH2CH>CH>CH2NH3), 36,4 (CHa-fur), 40,2
(-NHCH2CH2CH>CH>CH2CH2NH>), 41,0 (-NHCH-CH>CH>CH>CH2CH2NH>), 67,5 (THP
Ce6), 80,3 (THP C2), 106,3 (fur C3), 110,3 (fur C4), 112,9 (pur C5), 134,9 (pur C8),
141,5 (fur C5), 151,0 (pur C4), 153,5 (fur C2), 154,2 (pur C6), 159,3 (pur C2).

NP-(2-aminoethyl)-Nf-(furan-2-yImethyl)-N>-methyl-9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-
9H-purin-2,6-diamin (39)

Bild pevna latka, sumarni vzorec: C1sH2sN7O2, vytézek: 41%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 18,35; 97,5. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 372,3 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CigH2sN;O2 [M+H]* 372,2146, zméf. 372,2146.
'"H-NMR (500 MHz, DMSO-as) d (ppm): 1,52-1,57 (m, 2H, THP H5, THP H5%), 1,64-
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1,73 (m, 1H, THP H4), 1,85 (dd, J = 12,5; 2,4 Hz, 1H, THP H3), 1,91-1,95 (m, 1H, THP
H49, 2,20 (qd, J = 12,2; 3,8 Hz, 1H, THP H3"), 2,76 (, J = 6,6 Hz, 2H,
-N(CH)sCH2CH:2NH>), 3,08 (s, 3H, -N(CH)sCH-CH:NH:), 3,57 (td, J = 6,6; 1,8 Hz, 2H,
-N(CH)3CH2CH:NH.), 3,60-3,64 (m, 1H, THP H6), 3,97 (dd, J = 10,9; 1,7 Hz, 1H, THP
H6"), 4,59 (bs, 2H, CHa-fur), 5,45 (dd, J = 10,9; 2,0 Hz, 1H, THP H2), 6,22 (d, J = 2,8
Hz, 1H, fur H3), 6,34 (dd, J = 3,1; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 7,51 (dd, J = 1,8; 0,9 Hz, 1H, fur
H5), 7,78 (bs, 1H, pur NH), 7,90 (s, 1H, pur H8). ¥C-NMR (125 MHz, DMSO-ds)
5 (ppm): 22,6 (THP C4), 24,6 (THP C5), 30,1 (THP C3), 35,8 (-N(CH)sCH2CH2NH.),
36,4 (CHz-fur), 39,3 (-N(CH)sCH2CHzNH2), 51,4 (-N(CH)sCH2CHzNH2), 67,5 (THP C6),
80,3 (THP C2), 106,4 (fur H3), 110,4 (fur H4), 112,6 (pur C5), 135,5 (pur C8), 141,6
(fur C5), 150,8 (pur C4), 153,5 (fur C2), 153,8 (pur C6), 158,7 (pur C2).

NP-(furan-2-yImethyl)-N*-(3-methoxypropyl)-9-(tetrahydro-2 H-pyran-2-yl)-9 H-purin-
2,6-diamin (40)

Bila pevna latka, sumarni vzorec: Ci9H26NeO3, vytézek: 62%. HPLC-UV/VIS retenéni
¢as, Cistota (min; %): 21,09; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 387,3 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CigH2sNeOs [M+H]* 387,2139, zmér. 387,2140.
'"H-NMR (500 MHz, DMSO-ads) d (ppm): 1,51-1,59 (m, 2H, THP H5, THP H5’), 1,62-
1,69 (m, 1H, THP H4), 1,73 (pent, J = 6,7 Hz, 2H, -NHCH>CH-CH-OCHj3), 1,85 (ddd,
J=12,7;5,3; 3,1 Hz, 1H, THP H3), 1,93 (ddd, J= 13,0; 5,2; 3,5 Hz, 1H, THP H4’), 2,17
(qd, J = 11,9; 2,8 Hz, 1H, THP H3’), 3,21 (s, 3H, -NHCH>CH-CH-OCHjs), 3,28 (q,
J = 6,5 Hz, 2H, -NHCH-CH>CH2-OCHs), 3,36 (t, J = 6,1 Hz, 2H, -NHCH2CH>CH-OCHj),
3,56-3,61 (m, 1H, THP H6), 3,97 (ddd, J = 10,7; 4,6; 2,8 Hz, 1H, THP H6’), 4,60 (bs,
2H, CH»-fur), 5,40 (d, J = 10,1 Hz, 1H, THP H2), 6,21 (d, J = 2,8 Hz, 1H, fur H3), 6,34
(dd, J=3.,4; 1,8 Hz, 1H, fur H4), 6,43 (bs, 1H, -NHCH>CH-CH-OCHzs), 7,51 (dd, J = 2,0;
0,6 Hz, 1H, fur H5), 7,70 (bs, 1H, pur NH), 7,88 (s, 1H, pur H8). *C-NMR (125 MHz,
DMSO-ds) © (ppm): 22,7 (THP C4), 24,6 (THP C5), 29,4 (-NHCH2CH>CH>OCHj3), 30,1
(THP C3), 36,3 (CH2-fur), 38,5 (-NHCH2CH>CH2OCHs), 57,8 (-NHCH2CH2CH-OCHa),
67,6 (THP C6), 70,1 (-NHCH2CH2CH2-0OCHj3), 80,3 (THP C2), 106,4 (fur C3), 110,4 (fur
C4), 113,0 (pur C5), 135,0 (pur C8), 141,6 (fur C5), 150,9 (pur C4), 153,5 (fur C2),
154,2 (pur C6), 159,3 (pur C2).
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N2, NP-bis(furan-2-ylmethyl)-9-(furan-3-ylmethyl)-9 H-purin-2,6-diamin (41)

Pevna bila latka, sumarni vzorec: CxH1sNeOs, vytézek: 62%. HPLC-UV/VIS retenéni
Cas, Cistota (min; %): 22,48; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, iont): 391,4 (100, [M+H]*).
HRMS (ESI*-TOF) m/z kalk. pro CazHisNeOs [M+H]* 391,1513, zmér. 391,1514.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 4,45 (d, J = 6,1 Hz, 2H, C6 CH.-fur), 4,58 (bs,
2H, C2 CHy-fur), 5,01 (s, 2H, N9 CH»-fur), 6,17 (d, J = 2,4 Hz, 1H, C6 fur H3), 6,20 (d,
J =24 Hz, 1H, C2 fur H3), 6,32-6,34 (m, 2H, C2 fur H4, C6 fur H4), 6,47 (dd, J = 1,7,
0,8 Hz, 1H, N9 fur H4), 6,89 (bs, 1H, C2 -NHCH.-fur), 7,51 (dd, J=1,7; 0,8 Hz, 2H, C2
fur H5, C6 fur H5), 7,57 (t, J = 1,7 Hz, 1H, NO fur H5), 7,63 (bs, 1H, N9 fur H2), 7,75
(bs, 2H, pur H8, pur NH). *C-NMR (125 MHz, DMSO-as) d (ppm): 36,2 (C2 CHo-fur),
36,9 (N9 CHy-fur), 38,1 (C6 CHx-fur), 106,2 (C6 fur C3), 106,6 (C2 fur C3), 110,4 (C6
C3 fur), 110,4 (C2 C3 fur), 110,7 (N9 fur C4), 113,4 (pur C5), 121,6 (N9 fur C3), 137,2
(pur C8), 140,8 (N9 fur C2), 141,4 (C6 fur C5), 141,6 (C2 fur C5), 143,7 (N9 fur C5),
150,7 (pur C4), 153,4 (C2 fur C2), 154,3 (2x C, pur C2, C6 fur C2), 158,9 (pur C6).

74



