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1 Uvod a cile prace

Cytokininy jsou drobné organické molekuly, jejichz struktura je odovezna od adeninu.
Tyto nizkomolekulami latky jsou na zakladé svych vlastnosti a schopnosti ovliviiovat
fadu biologickych a fyziologickych procesU v rostlinach klasifikovany jako fytohormony.
Zatimco aktivnimi formami cytokininl jsou volné baze, cukerné konjugaty hraji
nezastupitelnou roli v jejich biosyntéze a mechanismu regulace hladin aktivnich
fytohormonut. Ke glykosylaci cytokinind dochazi na hydroxyskupiné postranniho
fetézce za vzniku O-glykosidl, nebo na dusikovych atomech purinového heterocyklu
v pozicich N3, N7 a N9 (N-glykosidy). Z literatury je znamo, Ze v pfipadé O-glykosidu
vytvareji cytokininy konjugaty s glukosou a xylosou. U N-glykosidu byl zaznamenan
vyskyt konjugatl s glukosou, ktera muze byt pfipojena na N7 a N9, vzacné i N3 atom
purinového skeletu, a ribosou vyluéné navazanou v pozici N9. Z hlediska biologické
aktivity dochazi po pfipojeni glukosy k reverzibilni/ ireverzibilni inaktivaci, avSak

u ribosidu je aktivita z ¢asti zachovana.

Cilem této bakalafské prace bylo:

- vypracovani literarni reSerSe na téma cytokininy, metabolismus cytokinin(,
glykosylace
a metodologie pfipravy cukernych derivat purind

- syntéza a charakterizace N9-cukernych konjugatd

- biologicka aktivita pfipravenych latek
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2 Cytokininy — historie a struktura

Cytokininy jsou nizkomolekulamni organické latky fadici se mezi rostlinné hormony,
tzv. fytohormony. Cytokininy byly pojmenovany na zakladé schopnosti v pfitomnosti
auxinG stimulovat bunééné deéleni (cytokinezi, fec. kytos = burika, kinesis = déleni).
V rostlinnych pletivech jsou tyto latky pfitomny ve velmi malych koncentracich (1-50
pmol.g™ &erstvé hmoty) a jsou zodpovédné mimo bun&éného déleni také za regulaci
rastu, kliGeni semen, udrzovani funkce apikalnich meristém(, oddaleni senescence
listd i formovani chloroplastd. Svou aktivitou hraji vyznamnou roli také v odpovédi
na bioticky a abioticky stres (Mok a Mok, 2001, Kurakawa a kol., 2007, Werner a
Schmiilling, 2009, Werner a kol., 2006).

Historie vyzkumu cytokininl spada na prelom 19. a 20. stoleti, kdy byla
ve floémovych §tavach riznych druhl rostlin objevena existence sloucenin, které
stimulovaly buné&cné déleni parenchymatickych bunék brambor (Solanum tuberosum)
(Haberlandt, 1913). Prvni izolovanou latkou s cytokininovou aktivitou, ziskanou
z autoklavovaného DNA slediho spermatu, byl kinetin (Kin) (Obr. 1a). Na zakladé jeho
reaktivity a chemickych vlastnosti byla jeho struktura navrzena na 6-furfurylaminopurin
(Miller a kol., 1955b). Jeji spravnost byla potvrzena naslednou syntézou a porovnanim
chemickych vlastnosti a biologické aktivity (Miller a kol., 1955a). Pfirozeny vyskyt
kinetinu v rostlinném materialu, konkrétné v endospermu kokosu, byl potvrzen az
pozdéji (Ge a kol., 2005, Barciszewski a kol., 1996).

O/ /5 }OH
HN/\)\/OH HN HN

HN

N7 N\ N7 N N7 N\ NZ N\

e e es
a) b) c) d)

Obr. 1: Struktura identifikovanych cytokinin. a) kinetin, b) trans-zeatin, c) 6-benzylaminopurin,
d) topolin.

Prvnim pfirozené se vyskytujicim cytokininem byl zeatin (Obr. 1b), pojmenovany
na zakladé mista jeho primarni detekce, kterym byl nezraly endosperm kukufice Zea
mays (Letham, 1963). O rok pozdéji byla stanovena jeho struktura (trans-zeatin,
(E)-6-[(4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl)amino]-9H-purin), ktera byla potvrzena naslednou
syntézou a porovnanim biologické aktivity (Letham a kol., 1964, Shaw a Wilson, 1964).
Od té doby byl zeatin i dalSi isoprenoidni cytokininy pozorovany u riznych rostlinnych
druhd.
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Prvnim aromatickym cytokininem identifikovanym v rostlinném materialu byl
6-(2-hydroxybenzylamino)-9-B-D-ribofuranosylpurin, ktery byl objeven v listech topolu
(Populus sp.) a na zakladé toho trivialné pojmenovan topolin (Horgan a kol., 1973).
Obdobné meta hydroxylované derivaty byly objeveny ve stejném rostlinném materialu
vroce 1997 (Strnad, 1997). DalSim aromatickym cytokininem uspé&sné izolovanym
z pfirodnich ~ pletiv  (Pimpinella  anisumL.) byl  N°%benzyadenin  (BAP)
(Ernst a kol., 1983).

Cytokininy pfedstavuji strukturné pestrou skupinu latek, z nichz pfirozené cytokininy
jsou prevazné definovany jako N°-substituované derivaty adeninu. V zavislosti
na postrannim Fetézci vpoloze N° Ize cytokininy rozdé&lit do dvou skupin
na isoprenoidni a aromatické (Obr. 2) (Mok a Mok, 2001). Mezi zastupce isoprenoidni
skupiny patfi N°-isopentenyladenin (iP, 6-[(3-methylbut-2-enyl)amino]-9H-purin) a jeho
hydroxylovana forma zeatin, vyskytujici se ve dvou konfiguracich; trans (tZ) a cis (c2).
K isoprenoidnim CK se fadi také dihydrozeatin s nasycenym postrannim fetézcem
(DHZ; 6-[(4-hydroxy-3-methylbutyl)amino]-9H-purin). Do skupiny aromatickych pak Ize
zafadit kinetin (Kin; 6-furfurylamino-9H-purin), BAP a jeho hydroxylované derivaty
topoliny.

Mimo skupinu pfirodné vyskytujicich se cytokinint existuji také syntetické derivaty
s cytokininovou aktivitou napf. N,N’-difenylmo&ovina, forchlorfenuron (N-fenyl-N'-(2-

chlor-4-pyridyl)mocovina) a thidiazuron (N-fenyl-N'-(1,2,3-thidiazol-5-yl)moc¢ovina).

A
Isoprenoidni Aromatickeé
a) b) e) f)
R. =
NH = Pz OH \/\O
V\* M o/ @
NN

N ” c) OH  d) 9) h) OH
\(\/)/\ \(\)\/OH \(j© \(\©/
HO
a) b) c)
0.2 O e O L S
N/C\N N/C\N x Cl N~ °N =
H H H H H H

Obr. 2: Struktury vybranych cytokinint. (A) pfirodni cytokininy — isoprenoidni - a) iP, b) tZ, c) cZ, d)
DHZ; aromatické — e) Kin, f) BAP, g) o-topolin, h) m-topolin. (B) syntetické latky s cytokininovou
aktivitou — a) N,N‘-difenylmocovina, b) forchlorfenuron, c) thidiazuron.

V pletivech rostlin se cytokininy vyskytuji ve formé& volnych bazi, nukleosidu,

nukleotidli, cukernych nebo aminokyselinovych konjugatd (Obr. 3). V pfipadé

12



aminokyselinovych konjugatt byly v lupiné (Lupinus sp.) identifikovany dva derivaty —
kyselina lupinova a dihydrolupinova vznikajici z O-acetyl-L-serinu a trans-zeatinu,
respektive dihydrozeatinu ¢innosti  zeatin 9-aminokarboxyethyltransferasy
(EC 2.5.1.50) (Knypl a kol., 1985, Parker a kol., 1975). U fas byla dale pozorovana
modifikace cytokininl methylsulfanylovou skupinou V pozici C2
(Tarkowski a kol., 2010). Z dalSich modifikaci je také znama acetylace terminalni
hydroxyskupiny na postrannim fetézci tZ (Mok a Mok, 2001).

eI oo S o

N OH N OH
o) o)
a) ‘OH o) ‘OH
(0] T
O 1\ P
HO Y P~y VO
R~ 00
0y 0
OH
NH N

COOH
e) f)

m \> HN/\)\/OH HN/\)\/O\H/
/
NT N NN NN ©
~ )l\ = N\> m bz \>
S N H N ”
9)

Obr. 3: Prirozené se vyskytujici derivaty cytokininG. a) trans-zeatin b) trans-zeatinribosid,
c) trans-zeatinribosid-5’-mono/di/trifosfat, d) trans-zeatin-7-glukosid, e) kyselina lupinova,
f) 2-methylthio-trans-zeatin, g) O-acetyl-trans-zeatin.

Cytokininy hraji vyznamnou roli v zivotnim cyklu rostlin. Funguji zde jako hormony,
a proto je tfeba pfisné kontrolovat hladiny aktivnich forem (Frébort a kol., 2011).
Regulace biologické aktivity cytokinini je pevné svazana s mechanismy jako jejich
biosyntéza, vzajemna konverze, transport, deaktivace a degradace. Dulezitou roli
zastava také signalni draha, ktera je zodpovédna za odpovéd rostlin na cytokininovy
podnét.

3 Cukerné konjugaty cytokinint

Cukerné konjugaty cytokinind Ize rozdélit podle pfipojeni glykosidové jednotky
do dvou skupin na N-glykosidy a O-glykosidy (Bajguz a Piotrowska, 2009). Prvni
zminéné, N-glykosidy, jsou latky s cukernou jednotkou navazanou pfimo na purinovy
skelet. NejCastéji dochazi ke vzniku konjugatl v poloze N9 a N7, ale jsou znamy
i N3-glykosidy.  Cukernou slozku zde  predstavuji  B-D-glukopyranosa

a [-D-ribofuranosa. Druhou skupinou jsou O-glykosidy, které vznikaji pfipojenim
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cukerného zbytku k hydroxylové skuping na N°-postrannim fetézci. Jako cukerna
slozka zde slouzi B-D-glukopyranosa nebo B-D-xylofuranosa. Existuji samoziejmé
i latky s kombinaci obou typl glykosylaci napf. trans-zeatinribosid-O-glukosid (tZROG)
(Obr. 4).

OH
=
HN HO HN
NTX—N N7
| > OH \)\/I[
kN/ N kN
O .\\OH
“oH HO
OH
a) b)

Obr. 4. Zpusob pripojeni sacharidovych jednotek na cytokininy. a) trans-zeatinribosid,
b) trans-zeatin-7-glukosid, c) trans-zeatin-9-glukosid, d) trans-zeatin-3-glukosid, €) trans-zeatin-O-glukosid.

Cytokininové nukleosidy jsou dalezitymi intermediaty v de novo biosyntetické draze
cytokininl a zaroven predstavuji transportni formy mezi nadzemnimi a podzemnimi
¢astmi rostlin (Sakakibara, 2006). Biosyntéza probiha terminalnich ¢astech rostlin, kde
v kofenové $piCce vznika predevSim trans-zeatin, ktery je transportovan xylémem
do nadzemni &asti. Naopak N°®-isopentenyladenin vznika v nadzemni &asti a je
transportovan floémem do kofene (Obr. 5). Cytokininové ribosidy zaroven predstavu;ji
jednu z prvnich forem, na kterou jsou pfevadény exogenné aplikované volné baze
cytokinint (Letham a Palni, 1983).

List

tZR tz

A

: iPR iP nukleotid

Vaskularni systém
Xylém Floém
Kofen
A

tZR tZ nukleotid

Obr. 5: Distribuce CK forem v ramci rostliny upraveno dle (Sakakibara, 2006). Umisténi jednotlivych
forem cytokininG a jejich distribuce napfic rostlinou za vyuziti xylémovych a floémovych cévnich svazki.

tZR — trans-zeatinribosid, tZ- trans-zeatin, iPR — N°-isopentenyladenosin, iP — N®-isopentenyladenin.
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Pfipojenim cukerné jednotky (glukosy nebo xylosy) k cytokininu at uz do formy
N- nebo O-glykosidu dochazi k jeho inaktivaci (Brzobohaty a kol., 1993). Z hlediska
stability jsou O-glykosidy schopné podléhat deglykosylaci zpét na aktivni formy &innosti
R-glukosidasy (EC 3.2.1.21). O-glykosidy tak pravdépodobné zastavaji zasobni funkci.
U N-glykosidll zavisi stabilita derivatd na poloze pfipojeni cukerné jednotky k purinu.
V pfipadé N7- a N9-derivati dochazi k ireverzibilni deaktivaci, zatimco N3-glukosidy
podléhaji rozkladu R-glukosidasou za vzniku volné baze.

V ramci bunécné lokalizace cytokinin se 90 % z nich nachazi v apoplastu, kde jsou
prevladajicimi formami O- a N-glukosidy a v mensi mife cytokininové nukleotidy
(Obr. 6) (Jiskrova a kol., 2016, Smehilova a kol., 2016). Sedm procent z celkového
poCtu cytokininli se nachazi ve vakuolach, kde jsou majoritné pfitomny opét
N7-glukosidy a minoritné O- a N9-glukosidy. Zbyla tfi procenta se nachazeji v cytosolu

a pfedstavuiji je ribosidy a cytokininové nukleotidy.

Apoplast (90 %) Vakuola (7 %) Cytosol (3 %)
tZ/iP - formy tZ/ cZ/ iP - formy tz/ cZ/ iP/ DHZ - formy
u -RMP
‘ oG ' m -0OG
N -
o 76 ® -RMP
-9G =R
-7G

H Apoplast -RMP
H Apoplast -OG
H Apoplast -7G
Apoplast -9G
H Cytosol -RMP
m Cytosol -R
mVakuola -OG
Vakuola -7G
mVakuola -9G

Obr. 6: Distribuce a subcelularni lokalizace hlavnich forem cytokinint v listech u 45 dni
starych rostlin  Arabidopsis thaliana dle (Jiskrova a kol., 2016). -R - ribosid,
-RMP - ribosid-5"-monofosfat, -7G - N7-glukosid, -9G — N9-glukosid, -OG - O-glukosid.

V roce 2016 byla provedena studie zaméfena na distribuci a akumulaci glukosid
v listech A. thaliana (Smehilova a kol., 2016). K uréeni hladin jednotlivych forem byly
zkoumany listy ve v8ech fazich jejich ontogenetického vyvoje (zelené plné vyvinuté
listy z nekvetouci a kvetouci rostliny, rostliny v reprodukéni a rostliny v senescenéni
fazi). V pribéhu starnuti byl pozorovan znalny narust mnozstvi a kumulace N7-,
N9-glukosidovych forem. V porovnani snimi byly O-glukosidy zastoupeny

mnohonasobné méng, pfiCemz z jejich derivatd vykazoval nejvyznamnéjsi zastoupeni
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tZOR. V prubéhu senescence vzrostla i hladina cZ a cZR. Ale obecné byly aktivni

formy cytokinin( v podstatné nizSim zastoupeni nez jejich inaktivni formy - glukosidy.
3.1 Biosyntéza cytokininovych cukernych konjugatu

3.1.1 Ribosidy

Jak jiz bylo zminéno vysSe, cytokininové ribosidy jsou meziproduktem biosyntetické
drahy cytokininl, jejimz prvnim a nejdllezitéjSim krokem je pfipojeni postranniho
isoprenoidniho fetézce na adeninové nukleotidy (ATP/ADP/AMP) (Frébort a kol.,
2011). V prabéhu biosyntézy dochazi ke konverzi cytokininovych nukleotidi vzniklych
prenylaci, pfes odpovidajici ribosidy, az na volné baze c&innosti enzyml obecného

purinového metabolismu (Obr. 7).

———DMAPP  DMAPP (MVA) — prenylovana
1 HMBDP t-RNA
(MEP) 2
ipRTP<f - 10 zRTP <212 AP ZRTP
3 l 3 1 1 ! 3
ipROP <2 - 1% 7RDP <428 AP cZRDP
; E ;
/ 10 y
_iPRMP =2 -2 {ZRMP <A AP cZRMP~—
ST 4 8 H 4 8 L4
9iPR 6 9 tZR 6 9cZR 6
4
71, 5 7“5 7 L 5

Obr. 7. Biosyntéza cytokininOh v rostlinach, upraveno dle (Spichal, 2012).
(1) Adenylatisopentenyltransferasa (EC 2.5.1.27), (2) tRNAisopentenyltransferasa (EC 2.5.1.8),
(3) fosfatasa (EC 3.1.3.1), (4) 5'-ribonukleotidfosfohydrolasa (EC 3.1.3.5), (5) adenosinnukleosidasa
(EC 3.2.2.7), (6) fosforibohydrolasa “Lonely guy” (LOG, EC 3.2.2.n1), (7) purinnukleosidfosforylasa
(EC 2.4.2.1), (8) adenosinkinasa (EC 2.7.1.20), (9) adeninfosforibosyltransferasa (EC 2.4.2.7), (10)
cytochrom P450 monooxygenasa (EC 1.14.14.1), (11) zeatinisomerasa, DMAPP — dimethylallylpyrofosfat,
HMBPP - 4-hydroxy-3-methyl-2-butenyldifosfat, iP - N®-isopentenyladenin, tZ - trans-zeatin, cZ - cis-zeatin,
-R cytokinin ribosid, -RMP/-RDP/-RTP ribosid-5"-mono/di/trifosfat, MEP methylerythritol 4-fosfatova draha,

MVA mevalonatova draha.

Jako donory isoprenoidniho fetézce jsou vyuzivany 4-hydroxy-3-methyl-2-
butenyldifosfat (HMBDP) a  dimethylallylpyrofosfat (DMAPP)  vznikajici
v methylerythritol 4-fosfatové draze Ilokalizované v plastidech (Kakimoto, 2003).
Prenylace je katalyzovana adenylatisopentenyltransferasou (EC 2.5.1.27), jez se

v husenicku rolnim (A. thaliana) vyskytuje v sedmi isoformach, oznaCovanych jako
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AtIPT1, AtIPT3-AtIPT8. Timto zpusobem pravdépodobné vznikaji vSechny
isoprenoidni cytokininové nukleotidy (iP, tZ i cZ) (Spichal, 2012). V nasledujicich
krocich dochazi k defosforylaci nukleotidu nespecifickymi fosfatasami: 5°-nukleotidasou
(EC 3.1.3.5), alkalickou (EC 3.1.3.1) a kyselou fosfatasou (EC 3.1.3.2), az ke vzniku
monofosfatli, které jsou dale pfevadény na ribosidy  prostfednictvim
5’-ribonukleotidfosfohydrolasy (EC 3.1.3.5). Finalnim krokem je pfeménéna ribosidu
adenosinnukleosidasou (EC 3.2.2.7) na jednotlivé baze. Alternativni drdhou vzniku
biologicky aktivnich bazi z monofosfati je pfima konverze prostfednictvim
cytokininnukleosid-5"-monofosfatfosforibohydrolasy, tzv. Lonely guy (LOG,
EC 3.2.2.n1) (Kurakawa a kol., 2007). K této jednokrokové transformaci existuje
i zvratna reakce katalyzovana adeninfosforibosyltransferasou (EC 2.4.2.7). Ke vzniku
tZ vede i alternativni cesta oxidaci postranniho Fetézce iP cytochromem P450
monooxygenasou (EC 1.14.14.1) (Astot a kol., 2000). V tomto procesu slouzi jako
substraty iP nukleotidy, iPRTP, iPRDP a iPRMP. Majoritni draha vedouci ke vzniku cZ
je spojena s degradaci prenylované tRNA. Prenylaci katalyzuje
tRNAisopentenyltransferasa (EC 2.5.1.8), kdy donorem isoprenoidniho fetézce je
dimethylallylpyrofosfat (DMAPP) pochazejici z MVA drahy lokalizované v cytosolu.
Degradaci tRNA je ziskavan cis-zeatinribosid-5"-monofosat (cZRMP). V husenicku
jsou pfitomny dvé isoformy tRNAisopentenyltransferasy oznaCované jako AtIPT2
a AtIPT9 (Kakimoto, 2001). Plvodné se uvazovalo, Ze alternativni cestou vedouci
ke vzniku cis-zeatinu je izomerace trans-zeatinu katalyzovana zeatinisomerasou, ktera
byla v roce 1993 zmapovana v extraktu z nezralych semen fazole (Phaseolus vulgaris)
(Bassil a kol., 1993). Od té doby se ji vSak nepodafilo znovu izolovat a v roce 2017 bylo
zjisténo, ze interkonverze mezi jednotlivymi formami zeatinu neprobiha enzymaticky,
nybrz spontannim chemickym procesem (Hluska a kol., 2017).

Draha popisujici vznik aromatickych cytokininl nebyla do dnesni doby objasnéna

u vyssich rostlin, mechd ani fas (Zurcher a Miiller, 2016).

3.2  Vznik ostatnich cukernych konjugatti cytokininti
NejdullezitéjSim mechanismem v deaktivaci cytokininu je jejich pfevedeni na cukerné
konjugaty glykosylaci. Tento proces je spoleCny i pro jiné hormony jako auxiny,
kyselinu abscisovou, jasmonovou a salicylovou (Westfall a kol., 2013). V pfipadé
cytokinini vede glykosylace ke vzniku inaktivnich forem, které mohou byt zpétné
aktivovany odstépenim sacharidu (O- a N3-glykosidy) anebo oznaceny k degradaci
(N7- a N9- glykosidy).

Enzymy zajiStujicimi glykosylaci jsou cytosolické uridindifostatglukosyltransferasy

(UGT), které jsou rozdéleny do 69 multigenovych rodin, z nichz Rodina 1 (Family 1)
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obsahuje enzymy zodpovédné za glukosylaci malych molekul, jakymi jsou napfiklad
rostlinné hormony (Hou a kol., 2004). V ramci dané rodiny bylo u Arabidopsis thaliana
identifikovano pét cytokinin specifickych glykosyltransferas (UGT76C1, UGT76C2,
UGT73C1, UGT73C5 a UGT85A1), z nichz pozdéji pouze tfi byly potvrzené skutecné
jako cytokinin specifické (Wang a kol., 2011). Z hlediska vyslednych produktl se
ukazalo, ze UGT76C1 (EC: 2.4.1.-) a UGT76C2 (EC: 2.4.1.-) jsou specifické
N-glukosyltransferasy schopné glykosylace do pozic N7 a N9, zatimco UGT85A1
(EC: 2.4.1.-) je tZ specifickda O-glukosyltransferasa (Jin a kol., 2013). Z pohledu
expresnich profild dochazi ke zvySené expresi UGT85A1 v listech po nastupu
senescence zatimco exprese UGT76C1 s vékem klesa (Smehilova a kol., 2016).
UGT76C2 ma stabilni expresi v8ech vyvojovych stupnich a je také ovliviiovana
exogenné aplikovanymi cytokininy (iP, KIN a BAP). UGT85A1 byla identifikovana jako
cytosolicky enzym (Jin a kol., 2013). Pomoci oznaleni zelenym fluorescenénim
proteinem (GFP) byla potvrzena stejna lokalizace i pro UGT76C2 s akumulaci podél
plasmatické membrany a jadra. Na zakladé porovnani signalnich peptidd se
predpoklada obdobné umisténi i pro UGT76CL1.

UGT85A1 vykazuje porovnatelnou aktivitu vac&itZ, cZ stejné jako k DHZ
(Hou a kol., 2004). DalSim vysledkem studie bylo, ze glukosylace na jedné strané
cytokininu vyrazné ovliviiuje glukosylaci na druhé strané. Napfiklad glukosylace
tZ znaCné redukuje aktivitu N-glukosyltransferas k tomuto substratu a naopak.
Obé N-glykosyltransferasy vykazuji stejnou aktivitu vici véem zakladnim cytokininim

(iP, tZ, cZ, DHZ, BAP, Kin), pfi¢emz preferenéné vznikaji N7 izomery.

3.3 Degradace cukernych konjugatu
Koneénym krokem existence cytokinind v rostlinnych pletivech je jejich degradace
pomoci cytokinindehydrogenasy (CKX, EC 1.5.99.12) (Pages a kol., 1971). Tento
proces byl prvné demonstrovan v roce 1971 na tabakové kultufe. O tfi roky pozdé&ji byl
objeven enzym odpovédny za tuto reakci, a byl pojmenovan cytokininoxidasa
(Whitty a Hall, 1974). AvSak na zakladé zkoumani reakéniho mechanismu byl enzym
posléze pfejmenovan na cytokinindehydrogenasu (Galuszka a kol., 2001). CKX je
flavoenzym s kovalentné vazanym FAD kofaktorem, ktery je pfipojen prostfednictvim
8-methylové skupiny isoalloxazinového heterocyklu k histidinovému zbytku ve vysoce
konzervovaném GHS motivu (Malito a kol., 2004).

Degradace je zajisténa oxidativnim odstépenim N° postranniho fetézce, kdy
v prvnim kroku dochazi enzymaticky ke vzniku meziproduktu v podobé iminu.
Naslednou spontanni hydrolyzou vznika adenin nebo jeho odpovidajici derivat

a aldehyd odvozeny od postranniho fetézce (Obr. 8) (Frébortova a kol., 2004).
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K reoxidaci FAD kofaktoru slouzi pravdépodobné latky p-chinonové struktury, nebo
volné radikaly produkované ¢innosti lakasy a peroxidasy (napf. z DIMBOA)
(Frébortova a kol., 2010).

FAD FADH2

Aox Ared

Obr. 8: Reakéni schéma CKX (EC 1.5.99.12) dle (Frébortova a kol., 2004). Degradace cytokininu ve
formé iP cytokininoxidasou na adenin a 3-methyl-butenal.

Katabolismus cytokinind je u A. thaliana fizen multigenovou rodinou CKX kodujici
sedm isoforem oznaCovanych jako AtCKX1-AtCKX7 (Schmdlling a kol., 2003). V ramci
subcelulami lokalizace probiha degradace cytokininl pfevazné v apoplastu (AtCKX2,
AtCKX4, AtCKX5 a AtCKX6), dvé formy degradacnich enzym( byly identifikovany
ve vakuolach (AtCKX1 a AtCKX3) a AtCKX7 je pfitomna v cytoplasmé.

Jednotlivé cytokininové formy mohou vykazovat rezistenci vuci
cytokinindehydrogenasam (Galuszka a kol., 2007). Mezi rezistentni zastupce patfi
O-glukosidy, N7-glukosidy a derivaty DHZ. Obtizné Stépitelnymi jsou i cytokininy
s aromatickym  postrannim fetézcem. VSechny CKX enzymy preferencné
rozkladaji isoprenoidni cytokininy (iP, tZa jejich ribosidy). Substratova specificita
jednotlivych isoforem je dana aminokyselinovym residuem, které je pfitomno pfi vstupu
do aktivniho mista enzymu. AtCKX1 (Ala) vykazuji nejvyS8Si aktivitu
ve slabé kyselém pH s preferenci pro cytokininové ribosidy a predevSim
N9-glukosidy. AtCKX2 a AtCKX4 (Glu) preferuji volné baze v neutralnim nebo mirné
basickém prostiedi. AtCKX3 (Gly) obecné vyuziva jako nejvyhodnéjSi substrat
cytokininové nukleotidy, pfedevsim iPRMP. AtCKX7 (Ser) stejné jako AtCKX1 preferuje
N9-glukosidy. AtCKX5 a AtCKX6 nevykazuji zadné vyrazné preference.

4 Cytokininova signalni draha a ligandova specifita receptoru

Odpovéd rostlin na cytokininovy stimul je zprostfedkovana dvou komponentni
His-Asp fosforylaéni signalni drahou, vedouci od hybridniho kinasového receptoru
pres fosforylaéni kroky az k regulaci genové exprese. Cytokininova signalni draha je

primarné slozena ze tfi komponent: hybridnich  kinasovych receptor
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(HK) — rozpoznani ligandi a interakce s nimi, histidin fosfotransferovych

proteini (HP) — pfenos signalu zcytosolu do jadra, regulatord odpovédi (RR)

a sekundarné z faktort cytokininové odpovédi (CRF) — transkripéni faktory (Obr. 9).

CYTOKININY /\

[ ———
—_——— e —

g

ARRB A

ARR_ typ, CRF (52 2 ARRA* AR, typ

-Vyvoj vyhonkd, kofenl ARRB

-Degradace proteind
a semen -Cirkadianni rytmy
-Rozsifovani listh -Svétlem regulované
-Regulace senescence procesy
-Homeostaza CKs Transknpce é

Obr. 9: Model signalni drahy cytokininGi u Arabidopsis dle (Shi a Rashotte, 2012). Cytokininové
receptory jsou lokalizovany v plasmatické membrané i na endoplasmatickém retikulu. Po interakci

cytokinin-receptor dochazi k dimerizaci a autofosforylaci receptoru. Vznikly signal je pfenesen AHP a
pfesmeérovan z cytosolu do jadra, kde dochazi k fosforylaci pfisluSnych ARR. K aktivaci CRF dochazi
v cytosolu pomoci AHP a po pfesunu do jadra reguluji genovou expresi. Zpétna inhibice signaini drahy je

zajisténa AHPG6 a fosforylovanymi ARR typu A.

Na zacatku 21. stoleti byly v rostlinnych pletivech huseni¢ku objeveny tfi hybridni
kinasové receptory (AHK). Prvni z nich byl objeven CRE1/AHK4 a bezprostiedné
po ném i AHK2 a AHK3 (Inoue a kol., 2001). Z hlediska struktury jsou vySe zminéné
receptory slozeny ze dvou az tfi transmembranovych domén, mezi nimiz je ulozena
tzv. CHASE (extracelularni histidin kinasova senzorova) doména slouzici jako vazebné
misto pro ligand (Anantharaman a Aravind, 2001, Mougel a Zhulin, 2001).

Tento komplex je nasledovan histidin kinasovou doménou obsahujici kondenzovany
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histidin, dale pfijimaci (receiver) a k ni homologni doménou (receiver-like domain)

obsahujici konzervovany aspartatovy zbytek (Obr. 10) (Heyl a Schmilling, 2003).

TD LD HKD RLD RD

crevans—(IERERNHE B — 1O~
we WiEER@ T @ -
as HHIEEH@ T — - © -
Obr. 10: Struktura receptord CRE1/AHK4, AHK2, AHK3 dle (Heyl a Schmiilling, 2003).
TD - transmembranova doména; LD - ligandova doména; HKD - histidin kinasova doména; RLD - receiver-

like doména; RD — pfijimaci doména. Zakrouzkované H a D; histidinovy a aspartatovy zbytek zodpovédny

za prenos fosfatu.

Védecka skupina profesora Hothorna pfipravila v roce 2011 krystalové struktury
senzorové domény receptoru CRE1/AHK4 v komplexu s ur€itymi cytokininy (iP, BAP,
tZ, Kin) (Hothorn a kol., 2011). P¥i vizualizaci struktur je cytokininovy ligand navazan
pomoci postranniho fetézce do nepolarni vazebné kapsy receptoru. Jeho ukotveni je
zajisténo van der Waalesovymi silami a dvéma vodikovymi mustky mezi Asp262
a N® a N7 atomy cytokininu, dale také nepfimymi vodikovymi vazbami skrze molekuly
vody. NejaktivngjSim cytokininem je tZ (Obr. 11), jeho akfinita je zajisténa vétsi
stabilitou zplGsobenou dal$i vodikovou vazbou mezi Thr294 a hydroxyskupinou

isoprenoidniho Fetézce.

Obr. 11: Krystalova struktura vazebné domény receptoru CRE1/AHK4 v komplexu s tZ (pdb kéd: 3T4L).
Vlevo struktura celého komplexu; vpravo detail vazebného mista receptoru, modré kulicky symbolizuji
molekuly vody, Seda prerusovana Cara predstavuje vodikové vazby, pfimé interakce - Asp262, Thr294,
nepfimé interakce Gly320, Gly200, Ser199, Tyr250, Leu284.
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Jednotlivé pfirozené cytokininy a jejich rozdilné formy maji rdznou afinitu vudi
cytokininovym receptordm (Spichal a kol., 2004). Pomoci reportérového ARR5::GUS
testu v A. thaliana na receptorech AHK3, CRE1/AHK4 bylo zjidténo, Ze pro oba
receptory jsou jako ligandy vhodné volné cytokininové baze tZ a iP (Tab. 1).
Z aromatickych cytokinini je pro oba receptory nejvyhodnéjSim ligandem mT.
Na zakladé schopnosti vazat vétSi Skalu ligandu vykazuje AHK3 menSi specificitu.
Ani jeden ztestovanych O- nebo N-glukosidi vtomto testu nevykazoval zadnou

aktivitu.

Tab. 1: Porovnani relativnich aktivit vybranych cytokininovych derivatli na receptorech CRE1/AHK4 a
AHK3 pomoci reportérového ARRS::GUS testu v A. thaliana dle (Spichal a kol., 2004).

Slougenina Relativni aktivita (%)
CRE1/AHK4 AHK3 A. thaliana
tZ 100 100 100
tZR 10 92,5 47,9
tZOG 0,0 0,0 92,0
tZROG 0,0 0,0 84,1
tZ7G 0,0 0,0 10,6
tZ9G 0,0 0,0 14,1
cZ 0 54,2 40,5
iP 89,2 72,9 108,2
iPR 10 10,1 77,3
Kin 2,5 23,8 94
KinR 0,0 5,0 61,7
BAP 7,7 3,6 93,6
mT 28,6 79,8 123,4

5 Chemicka glykosylace purint

Purinovy heterocyklus je zakladem Ftady pfirodné vyskytujicich se latek
(Rosemeyer, 2004), jako jsou koenzymy a kofaktory v oxidacné-reduk&nich procesech
(cAMP, NAD" a FAD), dale jako zasobni jednotky energie ve v8ech Zivych burikach
ve formé adenosintrifosfatu (ATP) nebo pfi B-oxidaci mastnych kyselin v podobé
acetylkoenzymu-A. Mezi zastupce sekundarnich metabolitll se fadi napf. xantin, kofein
a mimo jiné skupina methylovanych purinovych derivatd izolovanych z mofskych
zivoCichl a soucasti vyse zminénych rostlinnych hormonu cytokinind. Purinovy skelet
je soucasti také DNA bazi adeninu, guaninu a jejich derivati hypoxantinu a isoguaninu.

Glykosylované purinové derivaty jsou béznym jevem. NejjednodusSim zastupcem
z nich je purinribosid, tzv. nebularin (Obr. 12), ktery je pfitomny v houbé& Agaricus

nebularis.
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Obr. 12: Strukturni vzorec nebularinu.

Vétdina znamych pfirodnich latek ma cukerné jednotky pfipojené do pozice N9,
vyjimku pfedstavuji pravé cytokininy s navazanou glukosou na dusikové atomy v pozici
N7 a N3. V roce 1972 byl v fedkvi seté (Raphanus sativus) objeven glukosid rafanatin
(tZ7G) (Parker a Letham, 1972), o tfi roky pozdé&ji byl izolovan ze stejného biologického
materialu 6-benzylaminopurin-7-8-D-glukopyranosid (Duke a kol., 1975) (Obr. 13).
Ve stejném roce byl objeven N3-glukosid N°-benzylaminopurinu (Letham a kol., 1975).

N _N NN
Ty Ty
> OH = OH
oH NH NH
P _— OH _— OH
Me OH oH OH OH
a) b)

Obr. 13: Strukturni vzorce a) rafanatin, b) 6-benzylaminopurin-7-3-D-glukopyranosid.

V zavislosti na vyskytu pfirodnich sloucenin bylo zaznamenano mnozstvi pokus(
tyto latky syntetizovat uméle za ucelem bliz§iho uréeni struktury, stability, biologické
funkce a lokalizace (Rosemeyer, 2004).

Glykosylace je reakce, pfi které dochazi k navazani sacharidu na funkéni skupinu
glykosylového akceptoru (Demchenko, 2008). Priibéh reakce a optimalni podminky
jsou odlisné v zavislosti na typu pouzitého aglykonu i monosacharidu. Ve vétsiné
pfipadd glykosylace zahrnuje nukleofilni pfesun do anomerniho centra. V prabéhu
reakce dochazi k inverzi konfigurace na anomernim atomu uhliku. Vznik a nebo R
anomerQ je zavisly na struktufe a konformacich vychozich latek i na podminkach
reakce. Glykosylace Casto vyuziva plné ochranéné monosacharidy. Mezi casto
pouzivané chranici skupiny (PG) patfi benzylové, benzoylové, acetylové a toluoylové
skupiny, anebo chranici skupiny na bazi kiemiku. Regioselektivita se pfi glykosylaci
purind vyskytuje pouze vyjimecné. Obvykle vznika smés izomerl N7 a N9, jejichz

pomeér Ize upravit reakénimi podminkami.
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5.1 Metody glykosylace purinu
Syntézu nukleosidl Ize obecné provést nékolika zpusoby: i) fuzni metodou,
ktera zahrnuje zahfivani baze a acetylovaného sacharidu, ii) metodou obsahujici soli
tézkych kovl s heterocyklickymi bazemi a cukry, iii) Silyl-Hilbert-Johnsonovou reakci,
téZ  znamou jako  Vorbriiggenova reakce, iv) Mitsunobu alkylaci
(Vorbriggen a Ruh-Pohlenz, 2000).

V roce 1968 byla publikovana syntéza a biologicka aktivita nukleosidi odvozenych
od 2-fluoroadeninu (Montgomery a Hewson, 1969). Soucasti syntetické sekvence byla
glykosylace 2,6-dichlorpurinu zahfivanim vychozi latky ve vakuu v pfitomnosti
peracetylovaného sacharidu pfi 130-140 °C po dobu 15 minut (Obr. 14). Vysledkem
byla 85% konverze s pomérem 1,4:1 a: anomerl. Stejny mechanismus byl pouzity
i pfi prvni syntéze 2-chloro-2’-deoxyadenosinu (cladribin, 2-CdA), ktery poskytl smés
anomeru a celkovy vytézek 80 % (Leon a kol., 1972).

Cl
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Obr. 14: Schéma reakce 2,6 dichlorpurinu s peracetylovanym sacharidem.

Vroce 1914 byla provedena prvni chemicka glykosylace purinu reakci
acetobromglukosy  se stfibrnou soli  teofylinu v alkalickém prostredi
(Fischer a Helferich, 1914). Vysledkem byl theofylin-tetra-O-acetylglukopyranosid
(Obr. 15). Pozdgji tato reakce byla pojmenovana jako Fischer-Helfreichova metoda.
Obdobné byly provedeny reakce se sodnymi (Kazimierczuk, 1984,

Davoll a Lythgoe, 1948) a rtutnymi solemi (Cowley a kol. 1978).
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Obr. 15: Chemicka glykosylace dle publikace (Fischer a Helfereich, 1914), tzv. Fischer.Helfreichova
metoda.

DalSim zpusobem pfipravy nukleosidl jsou intermolekularni a intramolekularni

transglykosyla¢ni metody. Intramolekularni transglykosylace jsou vyuzivany k pfipravé
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slozitéjSich latek, pfi kterych dochazi k migraci funk&nich skupin napf. u purin z N3
do N9 a N7 do N9. Vroce 1970 byla provedena reakce, kdy byl zahfivan
3-B-D-glukopyranosyladenin s bromidem rtutnatym pfi 170-180 °C po dobu 44 h
(Obr. 16).Pfi reakci dochazelo k migraci sacharidové jednotky z N3 na N9 atom
purinového skeletu za vzniku 9-B-D-glukopyranosyladeninu s 18% vytéZkem
(Miyaki a Shimizu, 1970).

NH, NH,
NI AN N\> N7 | N\>
k N HgBr k\ N
o N H _170-180°C,44h N OAc
(18 %) \
AcO
OAc AcO Y ac

Obr. 16: Schéma glukosylové migrace z polohy N3—NO9.

V dnesni dobé je nejvyuzivanéjSi metodou k syntéze nukleosidi Vorbriiggenova
glykosylace, pfi niz je vyuzivana reakce purinovych bazi s acetylovanym sacharidem
v pfitomnosti Lewisovych kyselin (napf. SnCl,, TMSOTf, ZnCl,, Ti(O-i-Pr);). V ramci
pfipravy  6-arylpurinovych nukleosidd byl publikovan postup pro syntézu
6-chlor-9-(2,3,5-tri-O-acetyl-B-L-ribofuranosyl)purinu  (Hocek a kol., 2006). Reakci
6-chlorpurinus tetra-O-acetyl-L-ribosou v acetonitrilu v pfitomnosti SnCl, jako Lewisovy
kyseliny byl pfipraven cileny produkt jako Zluta péna s vytéZkem 61 %. V roce 2005
byla publikovana Vorbriiggenova glykosylace dokonce v MW reaktoru katalyzovana
p-toluensulfonovou kyselinou bez pouziti rozpoustédla (Qu a kol.,, 2005).
2,6-Dichlorpurin s tetra-O-aceatylribofuranosou byl zahfivan v konvenéni mikroviné
troubé pfi 120 °C pfi 750 W po dobu 4,5 min. Vysledny produkt byl zikan po krystalizaci
z alkoholl s vytézkem 83,5 % (Obr. 17).

Cl

Cl SN
OR N 3
o MW 120 °C, 750 W, | %

NTX—N RO, 4,5 min, p-TsOH Cl)\N/ N

)I\ _ >+ 83,5 %
N . 5% (@]
c NN RO ©OR AcOr
) OAc
AcO

Obr. 17: Schéma Vorbriiggenovy glykosylace dle publikace (Qu a kol., 2005).

Vorbriggenova ribosylace purind byla vyuzivana i nadale (Nikolaus, 2007).
Kdy byla provedena reakce purinu s N,O-bis(trimethylsilyl)acetamidem (BSA)
a tetra-O-acetyl-D-ribofuranosou v pfitomnosti Lewisovovy kyseliny a trimethylsilyl
triflatu (TMSOTTf). Reakce probihala pfi 80 °C v MW reaktoru po dobu 50 min za vzniku
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O-acetylovaného nebularinu a jeho N7 izomeru v poméru 3,7:1 s celkovym vytéZkem
81,3 % (Obr. 18).

TMS

)Nl\ | Acq
OTMS CI > ~OAc

AcO TMSOTF, MeCN Ac
WOAc /\/E ) MW, 80 °C. 50 min
§ (81,3 %) ACO
R "'OAc K />
AcO OAc

OAc
a b

Obr. 18: Schéma Vorbriiggenovy glykosylace pii pripravé O-acetylovaného nebularinu
dle publikace (Nikolaus, 2007). Vytézky reakce 81,3 % v poméru 3,7:1 a:b.

TFi roky zpét byla pouZita Mitsunobu reakce pro pfimou jednokrokovou syntézu
purinovych a pyrimidinovych nukleobazi s neochranéou a 5-O-mono ochranénou
D-ribosou (Downey a kol., 2015). Reakce byla uplatnéna pro fadu purinovych derivat(
(6-chlorpurin, 2,6-dichlorpurin, adenin, 2-amino-6-chlorpurin atd.) a probihala
vacetonitriilu za 0 °C, pozdéji za laboratorni teploty v pfitomnosti
1,8-diazabicyclo[5.4.0]lundek-7-enu (DBU), tributylfosfinu (PBus)
a diisopropylazodikarboxylatu (DIAD) po dobu 12 h. Produkty reakci byly vyluéné
R-anomery, ale forma cukerné jednotky (ribofuranosa/ ribopyranosa) se liSila
v zavislosti, zda byl pouzita neochranéna nebo ochranéna ribosa. P¥i pouziti D-ribosy
vznikaly majoritné ribopyranosidy a v mensi mife ribofuranosidy (Obr. 19). V pfipadé

6-chlorpurinu byl pomér vytézkl nasledujici 76 % pyranosidu a 3 % furanosidu.

DBU, NB, o) NB o NB
U A(_J __PBuz DIAD U . H O/\QA
MeCN X ", ~
HO" ™ “OH ho OH
OH
majoritni minoritni
DBU, NB, o
MMTrO OpeOH_eeuomp HOAQ’ Ne
/ MeCN, HCI (1M) —
HO  ©OH HO  OH

Cl Cl NH, Cl

O LT 00 T

&)NI,\P Cl)l\N/ N> lN/ N> HzN)l\N/ N> tN/ N\>
e e e s e

Obr. 19: Metoda glykosylace dle publikace (Downey a kol., 2015).

Reakci nukleobazi s D-ribosou, jejiz hydroxyskupina v pozici 5 byla ochranéna

4-methoxytritylem (MMTr), za stejnych podminek vznikaly vyluéné odpovidajici
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ribofuranosidy. Chranici skupina byla nasledné odstranéna vymichanim v acetonitrilu
s 1M HCI.
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Experimentalni Cast
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6 Materialy a metody

6.1 Chemikalie

V experimentalni &asti této prace byly pouzity nasledujici chemikalie: acetanhydrid,
benzylamin (Fluka); glukosa, galaktosa (Lachema); Na,COs;, NaHCO; (Lachner);
6-chlorpurin (Olchemim); aceton, acetonitril, dichlormethan, diethylether, ethanol, ethyl-
acetat, chloroform, methanol, NaCl, pyridin, petrolether, triethylamin (Penta);
3-methoxybenzylamin HCI, 3-hydroxybenzylamin (pfipraveno v Oddéleni chemické
biologie a genetiky CRH); xylosa (SAFC); chlorid cinicity, dimethylsulfoxid
(Sigma-Aldrich).

Pfiprava suchého acetonitrilu byla provedena destilaci nad hydridem vapenatym,
pfiprava suchého methanolu byla provedena dle publikace (Bradley a kol., 2010):
pozadované mnozstvi rozpoustédla (20% m/v) bylo pfidano k aktivovanému
molekulovému situ (24 h, 300 °C) a suSeno pod chlorkalciovym uzavérem po dobu
72 h.

6.2 Metody

Mikrovinna syntéza byla provedena v mikrovinném (MW) reaktoru Discover SP (CEM
Corporation, USA) v uzavieném systému. Reakéni smési byly zahfivany
v dynamickém modu s nasledujicim nastavenim — doba vyhfati: 2,5 min, reakéni doba:
30 az 120 min, vykon: 100/120 W, powermax: on.

Ke kontrole pribéhu reakci byla vyuzita tenkovrstvena chromatografie (TLC)
na hlinikovych destickach potazenych silikagelem 60 F,s, (Merck). Jako mobilni faze
byly pouzity smési chloroform/methanol (9:1, 4:1 nebo 3:1) a petrolether:ethyl-acetat
(2:1 nebo 1:1). Kvizualizaci byla pouzita UV lampa Camag (254 nm). U vétSiny
sloucenin byl vyuzit barvici roztok vanilinu (3,2 g vanilinu, 200 ml EtOH, 1 ml konc.
kyseliny octové, 2 ml konc. kyseliny sirové) pro detekci cukernych slozek a v nékterych
pfipadech roztok ninhydrinu (0,3 g ninhydrinu, 3 ml konc. H,SO,4, 100 ml n-butanolu)
pro vizualizaci aminoskupin.

Za ucelem purifikace pfipravenych slou¢enin byla pouzita sloupcova kapalinova
chromatografie na silikagelu Davisil LC60A 40-63 Micron (Grace Davision Discovery
Sciences,UK) za pouziti mobilnich fazi chloroform/ methanol, petrolether/ ethyl-acetat,
petrolether/ ethyl-acetat/ methanol.

Cistota pfipravenych latek byla ovéfena vysokolUginnym  kapalinovym
chromatogramem (HPLC Alliance 2690 Separations Module, Waters, Milford, MA,
USA) na koloné C18 Symmetry (Waters, UK) o délce 150 mm a prdméru 2,1 mm
s porovitosti 5 ym. Vzorky byly rozpustény DMSO (1 mg/ml), nafedény (1000x)

do pocate€ni mobilni faze a naneseny na kolonu (10 pl). Separace probihala
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gradientovou eluci (0° — 90% A; 25 — 10% A; 35 — 10% A; 36’ — 90% A; 45" — 10% A)
o pratoku 0,25 ml/min. Mobilni faze A byla tvofena 15mM mravenanem amonnym
o pH 4,0, mobini fazi B byl methanol. Analyty byly detekovany
UV-VIS detektorem s diodovym polem (PDA 2996, Waters, UK) méficim v rozmezi
vinovych délek 210-400 nm. Molekulova hmotnost pfipravenych slou€enin byla
stanovena na hybridnim hmotnostnim spektrometru s analyzatorem doby letu QqTOF
(Waters, UK). Eluat z HPLC byl veden do iontového zdroje (ESI) vyhfivaného
na 120°C. Napéti na kapilafe bylo nastaveno na 3 kV, na vstupni &térbiné 20 V.
K desolvataci dochazelo pfi 250 °C. Jako zmlZzovaci i desolvatacni plyn byl pouZit
dusik. lonizace probihala v pozitivnim (ESI+) modu a nasledujici detekce
ve FULLSCAN médu v rozsahu m/z 50-1000.

Pfipravené peracetylované sacharidy byly charakterizovany pomoci GC/MS analyzy.
Byl pouzity plynovy chromatograf Thermo Scientific TRACE GC Ultra. Vzorky byly
rozpustény v MeOH na koncentraci 1 mg/ml a nafedény do hexanu (1000x%). Takto
pfipraveny vzoreko objemu 1 pl byl nastfiknut na kolonu TRACE™ TR-1701
o rozmérech 30 m x 0,25 mm x 0,25 um. Analyza probihala za téchto
podminek: teplota injektoru200 °C, splitless mode, teplotni gradient: 40 °C (1 min),
10 °C/min, 260 °C (5 min), teplota lineru 280 °C, prutok plynu (He) 1,2 ml/min. Eluenty
byly dale analyzovany v hmotnostnim spektrometru Polaris Q (Finnigan) s iontovou
pasti a El jako iontovym zdrojem s koliznim napétim 70 eV.

Hodnoty specifické optické otacivosti byly naméfeny na Polarimetru polAAr 3001
(Optical Activity LTD, UK). Méfeny vzorek byl nafedén methanolem na pozadovanou
koncentraci (viz Vysledky 6.1 Syntéza). Méfeni probihalo pfi 25 °C a vinové délce
589 nm. Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla méfena na spektrometru
ECA-500 (Jeol, Japonsko) pfi frekvencich 500,16 MHz (*H) a 125,7 MHz (**C). Vzorky
byly rozpustény v deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-d¢) a chemické posuny byly
kalibrovany na signal DMSO-ds (& *H = 2,49 ppm) a DMSO-ds (5 *C = 39,5 ppm).

6.3 Syntéza

6.3.1 Peracetylace sacharidt (1-3)

HO-H,C /H AcO AcO
Q ) 0 0 0
acetanhydrid
HOVQOH o Aco--_%;)‘OAc ACO%:)‘OAC AcO'--QOAc
P 0°C - B -
HO OH AcO OAc AcO OAc AcO OAc

1 2 3

Obr. 20. Priprava peracetylovanych sacharidi. Reakce sacharidu s acetanhydridem v pyridinu.
1- penta-O-acetyl-glukosa; 2 - penta-O-acetyl-galaktosa; 3 - tetra-O-acetyl-xylosa.
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K suspenzi sacharidu (10 g) v pyridinu (62 ml) byl pod argonovou atmosférou
za chlazeni v ledové lazni pfikapan acetanhydrid (8 ekv. v pfipadé xylosy a 11 ekv.
v pfipadé glukosy a galaktosy). Vysledna reakéni smés byla michana 24 hodin
za laboratorni teploty a poté nalita do ledové tfisté (200 g).
Zpracovani metoda A) po vzniku pevné latky. Pevna latka byla filtrovana, promyta
vychlazenou vodou (2% 50 ml) a vysuSena v exsikatoru.
metoda B) po vzniku gelu. Vnikla smés byla extrahovana do EtOAc
(5% 100 ml). Spojené frakce promyty vodou (2x 75 ml), solankou (2% 100 ml). Filtrat byl

po odpafeni zkrystalizovan za zchlazeni ze smési diethylether/ petrolether.

6.3.2 Priprava cukernych derivati 6-chlorpurinu (4-6)

Cl
NN
AcO-H,C /H l \>
P2
AcO ° 10AC 6-chlorpurin., .SnCI4‘ N N :\OAC B/, ;OAC 3 ?OAC
acetonitril g OA
P 50°C o OA c
AcO OAc / ¢ OC><OAC
AcO OAc AcO OAc bAC
4 5 6

Obr. 21. Priprava cukernych derivatli 6-chlorpurinu. Reakce peracetylovanych sacharidi s 6-
chlorpurinem katalyzované SnCls. 4 - 6-chlorpurin-9-yl-tetra-O-acetyl-glukosid; 5 - 6-chlorpurin-9-yl-tetra-
O-acetyl-galaktosid,;

6 - 6-chlorpurin-9-yl-tri-O-acetyl-xylosid.

K suspenzi 1-3 (800 mg) a 6-chlorpurinu (1,05 ekv.) v suchém acetonitrilu (10 ml)
pod argonovou atmosférou byl za neustalého michani pfikapan SnCl, (2,1 ekv.).
Reakce probihala pfi 50 °C po dobu 24 hodin.

Zakoncentrovana reakéni smés byla rozdélena mezi EtOAc (50 ml) a sat. NaHCO;
(20 ml). Vodni faze byla re-extrahovana EtOAc (2% 25 ml). Spojené organické faze byly
promyty sat. NaHCO; (2x 20 ml), vodou (2x 15 ml), vysuSeny Na,SO,
a zkoncentrovany za snizeného tlaku. Surovy produkt byl precistén pomoci sloupcové

chromatografie s mobilni fazi chloroform/methanol s gradientem methanolu.
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6.3.3 Nukleofilni substituce 6-chlorpurinu (7-15)

R1
Cl
R1
N -
H
_ BN NH Y
suchy MeOH N7 N
100-120 W; S A{OMG
120°C kN N
AcOH,C/H =z é\OH OH
o X
4,5,6 OH
HO-H,C/H OH
N9-glukosid N9-galaktosid N9-xylosid
BAP mT MeOmT BAP mT MeOmT BAP mT MeOmT
7 8 9 10 11 12 13 14 15

Obr. 22. Priprava cytokininovych N-glykosidl nukleofilni substituci v pozici C6.

Smés 4-6 (100 mg), benzylaminu/ 3-methoxybenzylaminu-HCI/ 3-hydroxybenzylaminu
(1,5 ekv.) a Et3N (7 ekv., v pfipadé hydrochloridu 8 ekv.) v suchém methanolu (1,4 ml)
byly zahfivany v MW reaktoru za nasledujicich podminek: vykon 100 nebo 120 W,
teplota 120°C, doba zahfati 2,5 min, doba reakce 30-120 min v zavislosti na pouzitém
sacharidu. Reakéni smés byla zahusténa za sniZzeného tlaku a odparek purifikovan
pomoci sloupcové chromatografie s mobilni fazi chloroform/methanol s gradientem
methanolu. Pfipadné rekrystalizovan ze smési MeOH/ DCM.

Latka 10 byla pfipravena zahfivanim 5 (200 mg) v tlakové ampuli s benzylaminem
(1,2 ekv.) a EtsN (2,5 ekv.) v suchém methanolu (2,75 ml) pfi 100 °C po dobu 4 h.
Reakéni smés byla zahusténa za snizeného tlaku a odparek purifikovan pomoci
sloupcové chromatografie s mobilni fazi chloroform/ methanol s gradientem methanolu.

Latky v pevném skupenstvi byly ziskany po lyofilizaci z EtOH/H,O roztok.
6.4 Biologické testovani

6.4.1 Kompeti¢ni ligand-vazebny test

Biologicka aktivita 7-13, 15 byla testovana v kompeti¢nim ligand-vazebném biotestu
na cytokininovych receptorech AHK3 a CRE1/AHK4 z Arabiopsis thaliana dle pfilozené
publikace s drobnymi modifikacemi (Romanov, 2005). Pfipravené latky byly rozpustény
v DMSO a nafedény do finalni koncentrace 20 uymol/l, jako standardy byly pouzity BAP,
meta-topolin a meta-methoxytopolin v koncentracich 10 umol/l. Latka 8 byla dale

otestovana na receptoru CRE1/AHK4 v koncentraénim gradientu.

6.4.2 Testovani cytotoxicity
Cytotoxicita pfipravenych latek 7-9, 11-13 byla testovana in vitro na lidskych

bunécnych liniich ARPE-19 (imortalizované buriky sitnicového  epitelu,
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ATCC® CRL-2302™), BJ (kozni fibroblasty BJ, ATCC®CRL-2522"), HaCaT
(imortalizované  kozni  keratinocyty, RRID:CVCL_0038) v6 koncentracich
s koncentraénim maximem pfi 100 ymol/l. Po 72 h inkubace byl vysledek vyhodnocen
pomoci resazurin redukéni metody méfenim fluorescence pfi vinové délce
Aex = 570 nm, Aemy = 610 Nm.
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7 Vysledky a diskuse

Cilem této bakalafské prace byla pfiprava novych cukernych derivatd cytokinind
odvozenych od N°-benzylaminopurinu, meta-topolinu a meta-methoxytopolinu
S navazanymi sacharidovymi jednotkami na dusikovy atom do polohy N9 ve formé
glukosy, galaktosy nebo xylosy. Dalsim cilem bylo najit optimalni podminky

pro syntézu vySe zminénych latek a otestovani jejich biologické aktivity.

7.1 Syntéza

Pro pfipravu N9 cytokininovych glykosidu byla zvolena Vorbriiggenova glykosylace
vyuZzivajici jako donor cukerné jednotky peracetylované sacharidy a reakce je
katalyzovana pomoci Lewisovy kyseliny. Pfi pfipravé peracetylovanych sacharidd byla
pouzita metoda dle publikace (Zhang a Vasella, 2007), pfi které byl sacharid
acetylovan pomoci acetanhydridu v pyridinu, ktery slouzil zaroven jako rozpoustédlo
i baze. V dané publikaci je popsana pouze peracetylace glukosy, avSak tato metoda
byla v naSem pfipadé analogicky pouzita i pro galaktosu a xylosu. V pfipadé xylosy byl
pouzit mensi nadbytek, odpovidajici menSimu mnozstvi hydroxy skupin v molekule.
Vytézky reakci se liSily na zakladé pouzitého sacharidu (Tab. 2). Nejvétsi uspésnost
byla zaznamenana u glukosy (95,1 %), zatimco podstatné niz8i vytézky byly dosazeny
v pfipadé galaktosy (444 %) a xylosy (49,2 %). Nizké vytézky
u galaktosy a xylosy byly zplsobeny pokusem ziskani latek v pevném stavu
pfi zavére¢né krystalizaci z ethanolu. Po analyze vyslednych produktd na GC/MS
nebyly v hmotnostnich spektrech pfitomny molekulové piky, avSak byly viditéiné
jednotlivé fragmenty jejich molekul, které se shodovaly s daty v databazi NIST MS
Search 2.0. Jelikoz pfi syntéze byla pouzita jako vychozi latka racemicka smés xylosy
(D-(+)-xylosa), vznikla smés dvou neseparovatelnych entantiomerd (3) v poméru 3:1
a:f3.

Tab. 2: Vysledky fyzikalné-chemickych vlastnosti latek 1-3. GC — retencni ¢as na plynovém

gromatografu, aD® — opticka otagivost pfi 25 °C, (-) - netestovano.

GC - ret. ¢as

Latka Skupenstvi Vytézek [%] (min] ap” (°)
1 Pevna bila latka 95,1 19,92 94,4
2 Pevna bila latka 44,4 19,83 104,1
3 Pevna bila latka 49,2 17,13 -
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Penta-O-acetyl-glukosa (1)
Pevna bila latka, sumarni vzorec: C16H2,01;, vytéZek (%): 95,1%.
GC reten¢ni Cas (min): 19.92.
AcO'" OAc EI'-MS m/z (relativni intenzita, ion): 73,1, 81,1, 98,1, 114,9, 139,9,

acd OAc 156,7, 168,9, 171,9, 199,8.

ap?® (°): 94,4 (c= 0,57 g/dl)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,97 (s, 3H), 1,98 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 2,00
(s, 3H), 2,17 (s, 3H), 3,98-4,02 (m, 1H), 4,13-4,18 (m, 2H), 5,00 (dd, J= 3,7 Hz, 1H),
5,07(t, J= 9,8 Hz), 5,32 (t, J= 9,9 Hz, 1H), 6,16 (d, J= 3,7, 1H).
13C-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 20,29, 2x 20,34, 20,51, 20,65, 61,26, 67,36,
68,70, 2% 69,17, 88,23, 169,00, 169,15, 169,58, 169,68, 170,04.

OAc

Penta-O-acetyl-galaktosa (2)
Pevna bila latka, sumarni vzorec: C1¢H2,011, vytézek (%): 44,4%.
o GC reten¢ni ¢as (min): 19,83.
AcO OAc EI'-MS m/z (relativni intenzita, ion): 73,1, 81,0, 97,0, 98,8, 139,9,
acd  oac  156,9,169,0, 198,9, 199,8.
ap?®(°): 104,1 (c= 0,591 g/dl)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 1,95 (s, 3H), 1,97 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 2,12
(s, 3H), 2,15 (s, 3H), 3,98-4,05 (m, 1H), 4,43 (t, J= 6,7 Hz, 1H), 5,09 (t, J= 11,0, 3,7
Hz), 5,27 (dd, J= 11,0, 3,4 Hz, 1H), 5,41 (dd, J= 3,4, 1,2 Hz, 1H), 6,21 (d, J = 3,7 Hz,
1H).
3C-NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 20,32, 20,36, 20,38, 20,51, 20,61, 61,10,
66,20, 66,75, 67,39, 68,38, 88,71, 169,10, 169,54, 169,83, 169,88, 169,95.

OAc

Tetra-O-acetyl-xylosa (3)

o Pevna bila latka, sumarni vzorec: C13H1309, vytézek (%): 49,2%.
AcOr ' OAC  GC retenéni as (min): 17,13.

A OAc EI"-MS m/z (relativni intenzita, ion): 71,0, 85,9, 96,9, 138,9, 169,7.

NMR: dvé formy v poméru 3,:1, a:R.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm).: 1,98 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 2,01 (s, 3H), 2,16
(s, 3H), 3,64 (t, J= 11,0 Hz, 1H), 3,87 (dd, J = 11,2, 6,0 Hz, 1H), 4,97- 5,02 (m, 2H),
5,27-5,32 (m, 1H), 6,10 (d, J = 3,7 Hz, 1H).
3C-NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & (ppm).: 20,32, 20,44, 20,53, 20,64, 59,99, 68,09,
68,74, 68,85, 88,52, 169,48, 169,57, 169,64, 169,70.
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'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm)s:1,98 (s, 3H), 1,99 (s, 3H), 2,00 (s, 3H), 2,05
(s, 3H), 3,66 (dd, J=11,6, 9,2 Hz, 1H), 3,98 (dd, J= 11,6, 4,9 Hz, 1H), 4,85-4,91
(m, 2H), 5,27-5,32 (m, 1H), 5,80 (d, J= 7,3, 1H).

3C-NMR (126 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm)s: 20,34, 20,40, 20,44, 20,53, 61,97, 68,09,
69,36, 70,55, 91,43, 168,89, 169,13, 169,48, 169,57.

Navazujicim krokem byla pfiprava N9-cukernych derivatd 6-chlorpurinu
Vorbriggenovou glykosylaci katalyzovanou SnCl, dle (Hocek a kol.,, 2006).
Pfi dodrzeni podminek uvedenych ve zminéné publikaci u reakce 6-chlorpurinu
s acetylovanou glukosou nedoS$lo po stanovené dobé& k odreagovani vychozi latky
(monitorovano TLC). Skvrnu na TLC odpovidajici 6-chlorpurinu nebylo mozné vidét
az po 4 dnech michani za laboratorni teploty. Z tohotu divodu byla zvySena reakéni
teplota na 50 °C, diky které doSlo k odreagovani uz po 24 hodinach. Ostatni
glykosylace byly provadény uz pfi zvySené teploté. Po purifikaci pomoci sloupcové
chromatografie byly latky v pevném skupenstvi ziskany krystalizaci z EtOH. Nejvétsi
vytéZzky byly zaznamenany u derivatu galaktosy (58 %), zatimco niz§i vytézky byly
u glukosy (34 %) a xylosy (42 %) (Tab. 3). Na zakladé HPLC analyzy byl u latky 6
pozorovan vznik dvou anomerl s jednotlivymi zastoupenimi 28,2 % (a) a 55,7 % (i3)
z celkové hodnoty 84,2 %, coz bylo potvrzeno na zakladé NMR analyzy. Vzniklé
anomery nebylo mozné sloupcovou chromatografii oddélit, tudiz byla 6 nasazena

do dalSiho kroku.

Tab. 3: Vysledky fyzikalné-chemickych vlastnosti latek 4-6. HPLC — vysokoucinna kapalinova
chromatografie, aD? — opticka otagivost pfi 25 °C, (-) - netestovano.

Latka Skupenstvi Vytézek [%] HPLC [%] ap” (°)
4 Pevna bila latka 34,6 81,57 -9,1
5 Pevna bila latka 57,8 75,42 22,9
6 Pevna bila latka 42,7 84,21 -

6-chlorpurin-9-yl-tetra-O-acetyl-glukosid (4)

Pevna bila, krystalicka latka, sumarni vzorec: CigH»;CIN4Oy,

Cl
rf\/[“g vytézek: 34,6 %.
N/ N OAc

ESI'-MS m/z relativni intenzita, ion (%, [M+H]"): 484,1.

j):><OAc HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota (min., %): 19,85, 81,91.7.
AcO ;/OAc GD25 (0)3 - 9,1 (c= 0,596 g/dl)
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6-chlorpurin-9-yl-tetra-O-acetyl-galaktosid (5)

Pevni bila, praskovita latka, sumarni vzorec: CigH»1CIN4Oo,

Cl
NH\/[N\> vytéZek 57,8 %.
kN/ N OAc

ESI*-MS m/z relativni intenzita, ion (%, [M+H]"): 484,1.

p—om: HPLC-UV/VIS retencni ¢as, Cistota (min, %): 19,55, 75,42.
AcO OAc ap® (°): 22,9 (c= 0,536 g/dlI)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,70 (s, 3H), 1,95 (s, 3H), 1,96 (s, 3H), 2,22
(s, 3H), 4,01 (dd, J = 11,6, 7,3 Hz, 1H), 4,13 (dd, J = 11,5, 5,3 Hz, 1H), 4,65 (t, J = 6,6
Hz, 1H), 5,42 (dd, J = 3,4, 0,9 Hz, 1H), 5,56 (dd, J = 10,1, 3,4 Hz, 1H), 5,76 (t, J = 9,6
Hz, 1H), 6,28 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 8,86 (s, 1H), 8,96 (s, 1H).

13C-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 19,93, 20,35, 2x 20,49, 61,52, 67,13, 67,93,
70,28, 72,91, 80,36, 130,81, 145,66, 149,59, 151,62, 152,34, 169,10, 169,50, 169,94,
170,13.

6-chlorpurin-9-yl-tri-O-acetyl-xylosid (6)

cl Pevna bila, krystalicka latka, sumami vzorec C;gH;17CIN4O,
le X N\> vytézek: 42,7%

N" N OAc ESI'-MS m/z relativni intenzita, ion (%, [M+H]): 412,01.

0 oAc HPLC-UVNIS retenéni Cas, Cistota (min, %): pfitomny dva

OAC anomery- a: 18,18, 28,25; [3: 19,12, 55,76.

NMR: dvé formy v poméru 2,:1, 3:a.
'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & (ppm)a: 1,68 (s, 1H), 2,00 (s, 3H), 2,03 (s, 3H), 3,91
(t, J=10,9 Hz, 1H), 4,07-4,10 (m, 1H), 5,14-5,19 (m, 1H), 5,60 (t, J = 9,5 Hz, 1H), 5,81
(t, J=9,2 Hz, 1H), 6,23 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 8,84 (s, 2H), 9,02 (s, 1H).
BC-NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & (ppm).: 19,87; 20,36; 20,52; 64,12; 67,97; 70,39;
71,67; 80,30; 130,69; 145,80; 149,50; 152,04; 152,26; 168,98; 169,56; 169,67.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm)s: 2,01 (s, 1H); 2,12 (s, 3H); 2,18 (s, 3H); 4,17
(m, 1H); 4,30(s, 1H); 4,80 (s, 1H); 5,01 (s, 1H); 5,25 (s, 1H); 6,34 (d,1H); 8,73 (s, 2H);
8,87 (s, 1H).

3C-NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & (ppm)y,: 19,87; 20,36; 20,52; 65,10; 65,50; 65,60;
66,57; 78,90; 145,80; 151,60.

Finalnim krokem pfipravy N-glykosidu (Tab 4.) byla nukleofilni substituce v pozici
C6, béhem které doSlo ke kompletizaci molekuly. Reakce probihaly s benzylaminem/

3-methoxybenzylaminem-HCI/  3-hydroxybenzylaminem (1,5 ekv.) v nadbytku
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EtsN (7 nebo 8 ekv., v pfipadé hydrochloridu). Pro rychlejSi pribéh reakci bylo zvoleno
zahfivani v MW reaktoru za nasledujicich podminek: vykon 100 nebo 120 W, teplota
120 °C, doba zahfati 2,5 min. Pfi monitorovani pribéhu reakce pomoci TLC bylo
Zjisténo, ze dochazi k substituci v pozici C6 a zaroven k postupné deprotekci acetylu
(vznik polarnéjsich skvrn na TLC). Z tohoto dlvodu byla zvySena reakéni doba vedouci
k substituci a kompletni deprotekci. Tato doba se liSila v zavislosti na pouzitém
sacharidu, kdy pro cytokininové N-glukosidy postacila doba reakce v rozmezi 30-60
minut, zatimco u N-galaktosidl a N-xylosidu byla zapotfebi reakéni doba az 120 minut.
Specifické podminky byly pouzity pro
BAP-N9-galaktosidu (10), kdy bylo pouZzito BAP (1,2 ekv.) a EtsN (2,5 ekv.) v suchém

methanolu (2,8 ml) v tlakové ampuli pfi 100 °C po dobu 4 h. VytéZzky reakci se

pfipravu

pohybovaly

VvV rozmezi 16 — 58 %.

Tab. 4: Vysledky fyzikalné-chemickych vlastnosti latek 7-15. HPLC — vysokoucinna kapalinova
chromatografie - retenéni &as latky v minutach a jeji spektrofotometricka Gistota (%), MS [M+H]" -
hmotnostni spektrofotometrie — molekulovy pik po ionizaci elektrosprejem, aD® —

pFi 25 °C.

opticka otacivost

Latka  Sacharid Substituent [r:?izl,‘g;] [MI\ﬁSH]* Vy[t(%ek ap” (°)
7 N9-glukosid BnNH 17,20, 99,29 387,4 54,6 -14.8
8 30HBNNH 13,90, 100 403,4 57,9 -13,2
9 3MeOBnNH 17,58, 98,81 417,4 35,2 -15,2
10 N9-galaktosid BnNH 16,45, 96,58 387,4 36,8 8,9
11 30HBNNH 13,31, 100 403,1 21,3 1,2
12 3MeOBnNH 17,03, 94,3 417,1 42,1 -9,2
13 N9-xylosid BnNH 18,85, 95,67 357,1 21,1 -23,5
14 30HBNNH 15,53, 100 373,3 36,8 -20,1
15 3MeOBnNH 15,02, 100 387,1 16,1 -18
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(3R,4S,5S,6R)-2-[6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl]-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-

15 pyran-3,4,5-triol (7)
16 14
Pevna bila latka, sumarni vzorec: C,gH,:NsOs, vytéZzek (%): 54,6.
17 13
12 HPLC-UV/VIS retenéni ¢as, Cistota (min; %): 17,20, 99,29.

ESI'-MS m/z relativni intenzita, ion (%, [M+H]"): 387 4.

ap® (°): - 14,8 (c= 0,25 g/dl)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,22-3,25 (m, 1H, -H*),
3,34-3,44 (m, 3H, -H*, -H®, -H%), 3,69 (dd, J = 10,9, 5,7 Hz, 1H, -
H®), 3,99-4,00 (m, 1H, - H?), 4,57 (t, J = 5,7 Hz, 1H, -OH®), 4,70
(s, 2H, -H™), 5,14 (d, J = 5,2 Hz, 1H, -OH*), 5,27 (d, J = 4,3 Hz, 1H, -OH*), 5,32 (d, J =
5,5 Hz, 1H, -OH?), 5,39 (d, J = 9,2 Hz, 1H, -H"), 7,19 (t, J = 6,6 Hz, 1H, -H"®), 7,27 (t, J
= 7,0 Hz, 2H, -H*, -H'), 7,32 (d, J = 6,1 Hz, 2H, -H*, -H'"), 8,20 (s, 1H, -H?), 8,34 (bs,
2H, -H%, H™.

3C-NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 42,8 (C'), 60,9 (C?), 69,7 (C*), 71,2 (C?),
77,2 (C*), 80,0 (C°), 82,8 (C"), 119,1 (C°), 126,5 (C*), 127,0 (C*, C'), 128,2 (C*,
C'), 139,7 (C?), 140,1 (C'?), 149,2 (C*), 152,5 (C?), 154,3 (C°).

(3R,4S,5S,6R)-2-{6-[(3-hydroxybenzyl)amino]-9H-purin-9-yI}-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (8)

15 Pevna bila latka, sumarni vzorec: C1gH»:NsOg, vytézek (%): 57,9.
HPLC-UV/VIS retenéni €as, Cistota (min; %): 13,90, 100.
ESI'-MS m/z relativni intenzita, ion (%, [M+H]"): 403 4.
ap?®(°): - 13,2 (c= 0,25 g/dl)
'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 3,22-3,25 (m, 1H, -H*),
3,31-3,42 (m, 3H, -H*, -H°, -H%), 3,67-3,70 (m, 1H, -H®), 4,00-
4,01 (m, 1H, -H?), 4,57-4,62 (m, 3H, -OH®, -H™), 5,14 (d, J = 5,5
Hz, 1H, -OH*), 5,28 (d, J = 4,6 Hz, 1H, -OH%*), 5,33 (d, J = 5,5
Hz, 1H, -OH?), 5,40 (d, J = 9,2 Hz, 1H, -H"), 6,57 (d, J = 7,6 Hz, 1H, -H™), 6,70 (s, 1H,
-H™), 6,72 (d, J = 7,6 Hz, 1H, -H'"), 7,06 (t, J = 7,6 Hz, 1H, -H*®), 8,20 (s, 1H, -H?), 8,30
(s, 1H,-H™¥), 8,34 (s, 1H, -H®), 9,25 (s, 1H, -OH™).
3C-NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 42,7 (C'), 60,9 (C?), 69,8 (C*), 71,2 (C?),
77,2 (C*), 80,0 (C°), 82,8 (C"), 113,5 (C™), 113,6 (C™), 117,6 (C*"), 119,0 (C®), 129,1
(C'®), 139,7 (C?), 141,5 (C'%), 149,2 (C%), 152,5 (C*"), 154,4 (C®), 157,3 (C*).
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(2R,3S,4S,5R)-2-(hydroxymethyl)-6-[6-(3-methoxybenzyl)amino]-9H-purin-9-
yl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (9)

15 Pevna bila latka, sumarni vzorec: C,gH,:NsOs, vytéZzek (%): 35,3.
HPLC-UV/VIS retencni €as, Cistota (min; %): 17,58, 98,81.
ESI*-MS m/z relativni intenzita, ion (%, [M+H]"): 417 4.
ap?® (°): - 15,2 (c= 0,25 g/dl)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,20-3,24 (m, 1H, -H*),
3,30-3,37 (m, 2H, -H*, -H%), 3,38-3,42 (m, 1H, -H®), 3,67-3,72 (m,
4H, -H®, -H™), 4,00 (bs, 1H, -H%), 4,56 (t, J = 6,0 Hz, 1H, - OH®),
4,67 (bs, 2H, -HY), 5,12 (d, J = 5,5 Hz, 1H, -OH*), 5,26 (d, J =
4,9 Hz, 1H, -OH*), 5,31 (d, J = 5,8 Hz, 1H, -OH?), 5,39 (d, J = 9,5 Hz, 1H, -H"), 6,76-
6,77 (m, 1H, -H™), 6,88-6,89 (m, 2H, -H*®, -H'"), 7,19 (t, J = 7,6 Hz, 1H, -H™), 8,20 (s,
1H, -H), 8,34 (s, 2H, -H?, -H').

3C-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 42,8 (C'), 54,9 (C*), 60,9 (C?), 69,7 (C*),
71,2 (C%), 77,2 (C*), 80,0 (C°), 82,8 (C"), 111,7 (C*), 112,8 (C*), 119,0 (C°), 119,2
(C'), 129,2 (C'), 139,7 (C?), 141,7 (C), 149,2 (C*, 152,5 (C?), 154,3 (C®), 159,2
(014).

(3R,4S,5R,6R)-2-[6-(benzylamino)-9H-purin-9-yl]-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-
pyran-3,4,5-triol (10)

15 Pevna bila latka, sumarni vzorec: C1gH»:NsOs, vytézek (%): 36,8.
HPLC-UV/VIS retencni ¢as, Cistota (min; %): 16,45, 96,58.
ESI'-MS m/z relativni intenzita, ion (%, [M+H]"): 387 4.
ap?®(°): 8,9 (c= 0,615 g/dl)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,44-3,48 (m, 1H, -H°),
3,52-3,56 (m, 2H, -H*, -H®%), 3,66 (t, J = 5,3 Hz, 1H, -H°),
3,76-3,78 (m, 1H, -H*), 4,16-4,20 (m, 1H, -H?%), 4,55-4,57
(m, 1H, -OH®), 4,63-4,71 (m, J = 9,9 Hz, 2H, -H: 1H, -OH°),
4,96-4,98 (m, 1H, -OH*), 5,17-5,19 (m, 1H, -OH?), 5,38 (dd, J = 9,3, 3,5 Hz, 1H, -H"),
7,17-7,21 (m, 1H, -HY), 7,26-7,29 (m, 2H, -H* H¥), 7,32 (d, J = 6,7 Hz, 2H, -H*®,
-H'"), 8,19 (s, 1H, -H?), 8,27-8,30 (m, 2H, -H, -H?).

3C-NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 43,3 (C™), 60,9 (C%), 69,1(C*), 69,4 (C?),
74,4 (C%), 78,9 (C°), 83,3 (C"), 119,3 (C®), 127,1 (C™), 127,58 (C*, C*), 128,7 (C*,
C'"), 139,7 (CP), 140,6 (C*?), 149,7 (C*), 153,0 (C?), 154,8 (C°).
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(3R,4S,5R,6R)-2-{6-[(3-hydroxybenzyl)amino]-9H-purin-9-yl}-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (11)

15 18 Pevna bila latka, sumarni vzorec: C1sH21NsOs, vytézek (%): 21,3.
OH
N HPLC-UV/VIS retenéni &as, &istota (min; %): 13,32, 100.
17
R ESI-MS m/z relativni intenzita, ion (%, [M+H]"): 403,1

ap?®(°): - 9,2 (c= 0,25 g/dl)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,47-3,47p (m, 1H, -H®),
3,51-3,53 (m, 2H, -H*, -H®), 3,67 (t, 1H, -H°), 3,77-3,78 (m, 1H,
H*), 4,16-4,21 (m, 1H, C?%), 4,55 (d, J = 5,8 Hz, 1H, -OH*), 4,65
(t, J = 5,5 Hz, 3H; 2H, -H™; 1H, -OH®), 4,97 (d, J = 5,5 Hz, 1H,
-OH%), 5,18(d, J = 5,8 Hz, 1H, -OH?%), 5,39 (d, J = 9,2 Hz, 1H, -H"), 6,57 (d, J = 7,9 Hz,
1H, H'), 6,71-6,74 (m, 2H, -H*3, -H'®), 7,06 (t, J = 7,8 Hz, 1H, -H'"), 8,19 (s, 1H, -H?),
8,25-8,28 (m, 2H, -H?®, -H™), 9,23 (s, 1H, -OH™).

3C-NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 42,6 (C*), 60,4 (C®), 68,6(C*), 68,9 (C?),
73,9 (C*), 78,4 (C°), 82,8 (C"), 113,5 (C'"), 113,6 (C*™), 117,6 (C™), 118,8 (C°), 129,1
(C*), 139,2 (C?), 141,5 (C*%), 149,3 (C*), 152,6 (C?), 154,4 (C®), 157,3 (C*).

(2R,3R,4S,5R)-2-(hydroxymethyl)-6-{6-[(3-methoxybenzyl)amino]-9H-purin-9-
yl}tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (12)

o Y 5 Pevna bila latka, sumarni vzorec: C19H23Ns06, vytézek (%): 42,1.
HPLC-UV/VIS retencéni ¢as, Cistota (min; %): 17,03; 94,3.
ESI'-MS m/z relativni intenzita, ion (%, [M+H]"): 418,7.

ap® (°): 1,2 (c= 0,25 g/dl)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 3,43-3,48 (m, 1H, -H®),
3,50-3,56 (m, 2H, -H*, -H®), 3,65-3,68 (m, 1H, -H°), 3,69 (s, 3H,
-H'), 3,76-3,77 (m, 1H, -H*), 4,16-4,20 (m, 1H, -H?), 4,57
(d, J =5,8 Hz, 1H, -OH*), 4,63-4,71 (m, 3H, -OH®, -H'), 5,01 (d,
J =55 Hz, 1H, -OH%), 5,20 (d, J = 5,8 Hz, 1H, -OH*), 5,38 (d, J = 9,2 Hz, 1H, -H"),
6,77 (d, J = 8,3 Hz, 1H, -H"), 6,89 (d, J = 8,6 Hz, 2H, -H", -H'), 7,19 (t, J = 7,8 Hz,
1H, -H'), 8,20 (s, 1H, -H?), 8,29 (s, 1H, -H?), 8,33 (bs, 1H, -H").

3C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 42,8 (C™), 54,9 (C*), 60,4 (C°), 68,6 (C°),
68,9 (C?), 73,9 (C?%), 78,4 (C°), 82,8 (C"), 111,8 (C®), 112,8 (C*), 118,8 (C®), 119,2
(C'), 129,2 (C'®), 139,2 (C?), 141,7 (C*®), 149,3 (C*, 152,5 (C?), 154,3 (C®), 159,2
(C*).
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(3R,4S,5R,6R)-2-{6-[benzylamino]-9H-purin-9-yl}-6-(hydroxybenzyl)tetrahydro-2H-
pyran-3,4,5-triol (13)

. 15 ) Pevna bila latka, sumarni vzorec: C,;H19NsO4, vytéZek (%): 95,7.
17 1 HPLC-UV/VIS retencni ¢as, Cistota (min; %): 18,85, 95,67.

: NH ™ ESI'-MS m/z relativni intenzita, ion (%, [M+H]"): 357,1

N 6\5 N 7 ap?® (°): - 23,5 (c= 0,285 g/dl)

ZlN/4 N\>98 H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 3,28-3,35 ((m, 2H, e

3 S\BZH -H%), 3,7-3,75 (m, 1H, -H%), 4,00 (bs, 1H, -H?), 4,62 (bs, 2H,
/e oM -HY), 5,17 (d, J = 4,3 Hz, 1H, -OH%),5,29-5,35 (m, 3H, -H",
OH  _OH?, -OH®%), 6,7 (d, J = 7,8 Hz, 1H, -H™), 7,07 (t, = 6,9 Hz, 2H,
-H™, -H™), 7,2 (d, J = 6,1 Hz, 2H, -H", -H") 8,19 (s, 1H, -H?), 8,32 (s, 2H, -H?, -H™).
3C-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 43,19 (C'), 68,6 (C®), 69,7 (C?), 71,42 (C*),
77,5 (C%), 84,0 (C"), 113,7 (C¥), 114,4 (C™), 118,52 (C™), 119,5 (C°), 129,6 (C™),

140,01 (C?), 142,15 (C*®), 149,6 (C*), 1528 (C?), 154,8 (C®), 158,08 (C).

(3R,4S,5R)-2-{6-[(3-hydroxybenzyl)amino]-9H-purin-9-yl}tetrahydro-2H-pyran-
3,4,5-triol (14)

" S o™ Pevna bila latka, sumarni vzorec: C;;H19NsOs, vytézek (%): 89,6.
- E HPLC-UV/VIS retenéni €as, Cistota (min; %): 15,53, 100.
1? e ESI"-MS m/z relativni intenzita, ion (%, [M+H]"): 373,3.
N CRY ! ap?®(°): -20,1 (c= 0,25 g/dl)
L A A o, HNMR (500 MHz, DMSO-de) & (ppm): 3,27-3,35 (m, 2H, -H’,
- 2."\3, -H%), 3,46-3,50 (m, 1H, -H*), 3,80-3,84 (m, 1H, -H),
S a OH 4,00 (bs, 1H, -H?), 4,62 (bs, 2H, -H'), 5,17 (d, J = 4,3 Hz, 1H,
OH

-OH"), 5,30-5,35 (m, 3H, -H", -OH?, -OH%), 6,57 (d, J = 7,9 Hz,
1H, -H"), 6,71-6,73 (m, 2H, -H", -H'), 7,05 (t, J = 7,6 Hz, 1H, -H*), 8,19 (s, 1H, -H?),
8,29 (d, J = 13,1 Hz, 2H, -H?, -H™), 9,26 (s, 1H, -OH™®).

3C-NMR (126 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 43,25 (C*), 68,9 (C°), 69,77 (C?), 71,54 (C*),
77,9 (C%), 84,1 (C"), 114,0 (C*"), 114,2 (C™), 118,1 (C*), 119,5 (C°), 129,6 (C*), 140,1
(C?), 142,0 (C*®), 149,6 (C*, 153,0 (C?), 154,8 (C°), 157,8 (C*4).
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(3R,4S,5R)-2-{6-[(3-methoxybenzyl)amino]-9H-purin-9-yl}tetrahydro-2H-pyran-

3,4,5-triol (15)

15 18

Pevna bila latka, sumarni vzorec: C,gH,:NsOs, vytéZzek (%): 16,1.
HPLC-UV/NVIS retenéni €as, Cistota (min; %): 15,02, 100.
ESI'-MS m/z relativni intenzita, ion (%, [M+H]"): 387,1.

ap?®(°): - 18,0 (c= 0,25 g/dl)

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3,29-3,34 (m, 2H, -H*,
-H®), 3,45-3,50 (m, 1H, -H*), 3,69 (s, 3H, -HY), 3,82
(dd, J = 11,0; 5,2 Hz, 1H, -H%), 4,00 (d, J = 6,1 Hz, 1H, -H?),
4,66 (s, 2H, -H'), 516 (d, J = 5,2 Hz, 1H, -OH*), 5,29

(d, J = 4,8 Hz, 1H, -OH®), 5,31-5,34 (m, 2H, -H", -OH?), 6,76 (d, J = 7,9 Hz, 1H, -H"),
6,89 (d, J = 8,3 Hz, 1H, -H™), 6,90 (s, 1H, -H'), 7,19 (t, J = 7,8 Hz, 1H, -H),
8,19 (s, 1H, -H?), 8,32 (s, 2H, -H?®, -H™X).

3C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 42,8 (C™), 54,9 (C™), 68,4 (C°), 69,2 (C*),
71,0 (C*), 77,3 (C%), 83,6 (C"), 111,8 (C'"), 112,9 (C™), 119,1 (C™), 119,3 (C>),
129,3 (C*), 139,7 (C?), 141,7 (C*?), 149,1 (C*, 152,5 (C?), 154,3 (C®), 159,2 (C™).
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7.2 Testy biologické aktivity

Biologicka aktivita vybranych cukernych derivatd byla zkoumana v kompeti¢nim
ligand-vazebném testu na cytokininovych receptorech AHK3 a CRE1/AHK4
z Arabidopsis  thaliana, na zakladé publikace s drobnymi  modifikacemi
(Romanov, 2006). Podstatou tohoto testu je soupefeni o vazebné misto na receptoru
mezi 2-[°HJtZ a testovanou latkou. Dal$i vyhodou tohoto testu je to, Ze probiha in vitro,
a kultivace s danou latkou probiha po dobu 30 minut pfi 4 °C. Za téchto podminek se
predpoklada omezeni veskeré enzymatické aktivity i metabolickych pfemén testované
latky. Na zakladé téchto vlastnosti by méla byt pozorovana pfima interakce latky
s receptorem. Pfipravené latky byly testované v koncentraci 20 pmol/l, pozitivni
kontrolou byly odpovidajici volné baze BAP, meta-topolin, meta-methoxytopolin
v koncentraci 10 umol/l. Zadna z testovanych latek 7-13, 15 nebyla na receptoru AHK3
schopna vytlagit z vazebného mista 2-[*H]tZ (Obr. 23). Nejvy$si afinitu vykazovala 8
s hodnotou residudlni radioaktivity 80 %, zatimco hodnota korespondujici volné baze

meta-topolin byla témérf nulova.
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Obr. 23: Kompeti€ni (ligand-vazebny) test na cytokininovém receptoru AHK3 exprimovaném
transformovanym kmenem E. coli. Pripravené latky byly testované v koncentraci 20 pmol/l, jako
standardy byly pouzity BAP, 3-OH BAP a 3MeO BAP v koncentraci 10 pmol/l. Pro rozliSeni mezi
nespecifickou a specifickou vazbou byl pouzit pfi kompetici neznaceny tZ (10 ymol/l), ziskana hodnota

byla ode¢tena od namérenych dat.

Obdobné vysledky byly pozorovany na receptoru CRE1/AHK4, kde vétSina latek byla
opét neaktivni s vyjimkou 8, jejiz afinita byla u tohoto receptoru vy$si nez v pfedchozim
pfipadé (56,6 %). Vysoka afinita latky 8 na obou receptorech muze byt zplsobena tim,
Ze je odvozena od meta-topolinu. Bohuzel v Zzadné publikaci nebyla nalezna zminka

o afinité meta-topolinu vi&i cytokininovym receptoriim z A. thaliana, ale v ARR5::GUS
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testu vykazoval ze zkoumanych aromatickych cytokininl nejvySsi aktivitu
(Spichal, 2004). Na druhou stranu byla vtomto testu méfena aktivita tZ9G
a v porovnani s volnym trans-zeatinem vedla glukosylace v pozici N9 ke ztraté aktivity.

Vzhledem k rozdilnosti testll je obtizné srovnavat jejich vysledky. V ARR5::GUS
testu dochazi k vazbé na receptor a nasledné jeho aktivaci, na rozdil u kompetiéniho
ligand-vazebného testu dochazi pouze k vazbé na receptor a neni tedy patmé, jestli

dochazi i k jeho aktivaci.
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Obr. 24: Kompeti€ni (ligand-vazebny) test na cytokininovém receptoru CRE1/AHK4 exprimovaném
transformovanym kmenem E. coli. Pfipravené latky byly testované v koncentraci 20 pmol/l, jako
standardy byly pouzity BAP, 3-OH BAP a 3MeO BAP v koncentraci 10 pymol/l. Pro rozliSeni mezi
nespecifickou a specifickou vazbou byl pouzit pfi kompetici neznaceny tZ (10 ymol/l), ziskana hodnota
byla ode¢tena od namérenych dat.

Jelikoz latka 8 vykazovala na receptoru CRE1/AHK4 afinitu bylo provedeno méfeni
v koncentracéni zavislosti. Bylo zjisténo, ze od koncentrace 1 umol/l latka 8 vykazovala
schopnost interagovat s receptorem a vytlagit 2-[*H]tZ. Na zakladé téchto vysledkd by
bylo do budoucna zajimavé zjistit, zda je 8 také schopna prostfednictvim tohoto

receptoru aktivovat cytokininovou signalni drahu.

Latky 7-9, 12-14 byly také testovany na vybranych nenadorovych lidskych
bunéénych liniich HaCaT, BJ a ARPE-19, kde byla zkomana jejich cytotoxicita.
Na zadné z bunélnych linii nevykazovaly latky cytotoxicitu ani v nejvySSi
testované koncentraci 100 pmol/l. Vzhledem k povaze latek je otazkou, jestli byly

schopné proniknout do bunék, kde by se mohl projevit jejich realny cytotoxicky efekt.
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Obr. 25 Kompeti¢ni (ligand-vazebny) test latky ¢. 8 s koncentraénim gradientem na recetoru
CRE1/AHK4. Datova fada oznacena trojuhelnikem — meta-topolin, ¢tvercem — latka €. 8.

46



8 Zaver

Tato bakalarska prace se zabyvala syntézou a biologickou aktivitou cukernych derivatu
cytokinind odvozenych od N°-benzyladeninu, meta-topolinu a meta-methoxytopolinu.
V teoretické Casti byla zpracovana literarni reSerSe zaméfena na cytokininy, jejich
metabolismus, transport, signalni drahu a metodologii chemické glykosylace purin(.

V experimentalni &asti byli pomoci Vorbrliggenovy glykosylace pfipraveny nové
cukerné derivaty aromatickych cytokinind, odvozenych od N°-benzyladeninu,
meta-topolinu a meta-methoxytopolinu s navazanou sacharidovou jednotkou ve formé
B-D-glukosy, B-D-galaktosy nebo $-D-xylosy na dusikovy atom purinového heterocyklu
v poloze N9. Celkové bylo pfipraveno 15 latek, sest intermediatd a devét finalnich
produktd. Pfipravené latky byly charakterizovany dostupnymi fyzikalné-chemickymi
metodami.

Biologicka aktivita cytokininovych N9-glykosidu 7-15 byla testovana v kompeti¢nim
ligand-vazebném biotestu na cytokininovych receptorech AHK3 a CRE1/AHK4
z A. thaliana. Z testovanych latek na obou receptorech vykazovala afinitu pouze latka
8, pficemz na receptoru AHK3 byla pozorovana pouze nepatrna afinita
(80 % residualni radioaktivity), zatimco vyraznéjsi vazby bylo dosazeno na receptoru
CRE1/AHK4 (56 %).

U pfipravenych latek byla dale na lidskych nenadorovych bunéénych liniich
(BJ, HaCaT, ARPE-19) testovana jejich cytotoxicita. Zadna ze slouéenin nevykazovala

cytotoxicky efekt ani v nejvySsi testované koncentraci 100 pmol/l.
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