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CILE
TEORETICKA CAST

Zpracovani literarni resersSe na téma kyselina a-lipoova a jeji derivaty se zaméfenim

na aplikaci v dermatologii a kosmetice.

Shrnuti vlivu vybranych cytokinind a jejich potencialu v kosmetologii a
dermatologii.

PRAKTICKA CAST

Ptiprava novych derivati kyseliny a-lipoové. Charakterizace sloucenin standardnimi

analytickymi metodami.
Testovani vlivu latek na viabilitu nenadorovych linii.
Testovani schopnosti latek chranit lidské buiiky proti riiznym formam stresu.

Studium vlivu latek na parametry souvisejici s oxidativnim stresem.



1 UvoD

Kyselina a-lipoova (LA) je karboxylova kyselina, kterd ve své struktufe obsahuje
disulfidovou vazbu. Diky pfitomnosti asymetrické¢ho uhliku tvoii R- a S-izomery, av§ak
pouze R-forma je syntetizovana zivymi organismy (Mulchand a Lester, 2008).
V soucasné dob¢ je LA zkoumana piedevSim pro své antioxidacni a cytoprotektivnimi
Gginky (Moura etal., 2015). Rada experimentalnich a klinickych studii prokazala
ucinnost 1é¢by LA u nemoci, u nichz je naru$ena rovnovaha pro- a antioxidanti. LA je
také vyuzivana jako G¢inna slozka v kosmetickych prostfedcich pro regeneraci kiize
poskozené slune¢nim zafenim a pro zpomaleni starnuti (Rona et al., 2004). Pro zvyseni
ucinnosti byly navrzeny hybridni slouceniny, které¢ obsahuji v molekule LA a dalsi
biologicky aktivni latku. Naptiklad konjugaty svlivem na melanogenzi jako je
dihydrolipoylhistidinat sodno-zine¢naty, konjugat LA a pentapeptidu KTTKS nebo
konjugaty LA s kyselinou kavovou (Tsuji-Naito et al., 2007; Lu et al., 2013; Micillo et
al, 2017; Micillo et al, 2018). Dale pak trisulfidovy derivat LA, ktery lze vyuzit jako zdroj
selenu (Alonis et al., 2006). V této praci byly pfipraveny konjugaty kyseliny lipoové
zahrnujici oba enantiomery s vybranymi cytokininy. U zminéné skupiny rostlinnych
hormonii byla prokazana antisenescenéni aktivita nejen na rostlinnych, ale i lidskych
bunkach. Napfiiklad kinetin a trans-zeatin zpomaluji starnuti lidskych koznich fibroblasti

in vitro (Rattan a Clark, 1994, Rattan a Sodagam, 2005) a jsou aktivni slozkou kosmetiky.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Kyselina a-lipoova

Kyselina lipoova (LA) byla poprvé izolovana a identifikovana Lesterem Reedem v roce
1951 (Reed et al., 1951). Vyskytuje se jako dva enantiomery, avsak pouze R-forma je
pfirozen¢ syntetizovana a vyuzivana v zivych organismech (Mulchand a Lester, 2008)
Jednéd se o nasycenou mastnou kyselinu. Uhliky 6, 7 a 8 tvoii se dvéma atomy siry
ditiholanovy kruh. Redukci disulfidové vazby vznika kyselina dihydrolipoova (DHLA),
ktera ve své struktuiec obsahuje dvé -SH skupiny (Obr. 1).
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Obr. 1 — Reak¢ni schéma redukce kyseliny lipoové na kyselinu dihydrolipoovou.

R-LA je kofaktorem mitochondrialnich enzymovych komplexd, hraje tedy vyznamnou
roli v energetickém metabolismu. Diky svym jedineénym antioxida¢nim vlastnostem je
tato latka vyuzivana nejen jako doplnék stravy ale i jako 1é¢ivo (Scott et al., 1994; Moini
et al., 2002; Packer et. al., 2011) Objevuji se publikace, které potvrzuji pozitivni G¢inek
LA pfi lécbe diabetu, ateroskler6zy, degenerativnich procest v neuronech, chorob kloubti
nebo syndromu ziskané imunodeficience (AIDS) (Smith et al., 2004). Tato slou¢enina je
zkoumana ptevazné pro jeji jedine¢nou redukéni silu. Diky nizkému redoxnimu potencial
oxidované a redukované formy (LA/DHLA) se DHLA podili na neutralizaci reaktivnich
kyslikovych radikalti (ROS) a na redukci oxidovanych forem jinych antioxidantti, napf.
glutathion disulfidu na glutathion (Bilska a Wtodek, 2005). Dalsi funkci LA je chelatace
piechodnych kovii, napi. Cu?* (Ou et al., 1995).



2.1.1 Vlastnosti kyseliny a-lipoové
2.1.1.1 Kyselina a-lipoova jako antioxidant

Antioxidacni vlastnosti LA byly pozorovény jiz v roce 1959 Rosenbergem a Culikem.
Podani LA potlacilo pfiznaky dlouhodobého nedostatku vitaminu C u morcat, a také
piedchazelo symptomium deficience vitaminu E u krys krmenych potravou postradajici
a-tokoferol (Rosenberg a Culik, 1959). Pfitomnost disulfidové vazby ve struktuie LA ji
¢ini unikatnim antioxidantem, ktery zhasi rizné typy volnych radikali. LA neutralizuje
hydroxylové, peroxylové, superoxidové, a také dusikaté radikaly. Je tak soucasti
obranného mechanismu bunék proti oxidativnimu stresu, ktery je pfi¢inou mnoha nemoci.
Nadprodukce volnych radikali miize zpiisobit oxidativni poSkozeni lipidii, proteini a
DNA. Dokonce miize vést k chronickym nemocem, zejména neurodegenerativnim.
Nepiima antioxidacni funkce LA spoc¢iva v regulaci transkripce gentl, které jsou zapojeny
v syntéze redukovaného glutathionu (GSH), regeneraci redukované formy vitamini C, E
a glutathionu z jejich oxidované formy (Packer et al., 1995; Biewenga et al., 1997).
Redukce LA na DHLA mize regulovat homeostazu v bunce. Ptikladem je vliv LA na
pomér redukované a oxidované fromy NAD(P)H/NAD(P)" (Roy et al., 1997). Po 24
hodinovém oSetieni 0,5 mM LA byl u lidskych T-lymfocyti pozorovan pokles hladin
NADH, NADPH, NADH/NAD", laktatu/pyruvatu a zvySeny piijem glukozy. Pokles
poméru NADH/NAD" po aplikaci LA miize mit pfimé spojeni s 1é¢bou cukrovky,
ischemicko-perfiznim onemocnénim a dal$imi patologickymi stavy, kde jsou redukéni
(vysoky pomér NADH/NAD") a oxida¢ni (pfebytek ROS) nerovnovahy povazovany za
hlavni faktory pfispivajici k poruchdm metabolismu. Za podminek redukéniho stresu LA
snizuje vysokou hladinu NADH v buiice tim, Ze jej vyuziva jako kofaktor pro vlastni
redukci. Naopak pii oxidativnim stresu LA a jeji redukovana forma prispivaji k ochrané
bun¢k zhasenim volnych radikalt a regenerace dalSich antioxidantl z jejich oxidované
formy (Kagan et al., 1992). V bunkach je LA redukovdna na DHLA enzymatickymi
procesy, proto hraje diilezitou roli 1 prostorové uspofadani této molekuly. Mezi enzymy
redukujici LA na DHLA patii lipoamid dehydrogenaza, ktera je vysoce specificka k R-
enantiomeru, glutathion reduktdza vykazujici vétsi specifitu k S-enantiomeru
(Constantinescu et al., 1995; Pick et al., 1995) a thioredoxin reduktaza (Arner et al.,
1996).



2.1.1.2 Kyselina a-lipoova jako kofaktor.

Produkce energie v mitochondriich primarné zévisi na nékolika enzymatickych
dehydrogenazovych komplexech, které vyuzivaji riizné substraty pro redukci NAD* a
FAD na NADH a FADH, Tyto molekuly dodavaji elektrony do elektronového
transportniho fetézce, ktery je zakotven na vnitini mitochondridlni membrané (Cadenas a
Packer, 2002). V lidskych bunikach se LA nachazi jako kofaktor, ktery je vazan amidickou
vazbou na zbytek lysinu v aktivnim misté péti mitochondrialnich proteind, které hraji
ustfedni roli v oxida¢nim metabolismu (Reed, 1998). Patii zde acyltransferdzova slozka
pyruvatového komplexu, a-ketoglutardtovy komplex, dehydrogendzovy komplex o-
ketokyselin s rozvétvenym fetézcem, protein X pyruvat dehydrogenazového komplexu a
H-protein drahy $tépeni glycinu. Lipoyllysinovy zbytek funguje jako nosi¢ meziprodukt,
a také jako redoxni ¢inidlo interagujici jinymi redukénimu ekvivalenty v aktivnich
mistech komplexd. Rodina multienzymovych komplexti dehydrogenaz 2-oxokyselin
katalyzuje oxidativni dekarboxylaci 2-oxokyselin v glykolyze, citratovém cyklu a v
metabolismu rozvétvenych aminokyselin (Patel a Roche, 1990; Perham, 1991).
Pyruvatdehydrogenazovy komplex je tvofen 3 enzymy: E1 (pyruvat dehydrogendza), E2
(dihydrolipoamidacetyl transferaza) a E3 (dihydrolipoamidacetyl dehydrogenaza). LA je
kovalentné vazana na amino skupinu lysinu E2. Na LA se dale vaze enzymem ElI
dekarboxylovany pyruvat, kdy dojde k oxidaci hydroxyskupiny pyruvatu na oxoskupinu
za soucasné redukce lipoatu na dihydrolipoat. Pomoci enzymu E3 je dale acetyl z
dihydrolipoatu pfenesen na koenzym A a vznika tak acetylkoenzym A (Reed et al., 1958;
Loffelhardt et al., 1995; Biewenga et al., 1996). R-enantiomer LA je pfirozenym
substratem pro zminéné komplexy, avSak S-enantiomer je lepSim substratem pro savci
glutathion reduktazu (Pick et al, 1995).

Khanna et al. (1998) testovali, zda podani racemické LA krysam vede k inkorporaci LA
do proteint. Zvysena koncentrace lipoyllysinu byla pozorovana pouze po fyzické zatézi

V jatrech, ale ne v jinych organech/tkanich. (Khanna et al., 1998).
2.1.1.3 Chelatace kovii

Ionty té€zkych kovl mohou katalyzovat tvorbu volnych radikald a indukovat tak
oxidativni poSkozeni. Déale mohou pisobit jako potencionédlni toxiny a zplsobovat
rakovinu (Valko et al, 2005). LA a DHLA disponuji nejen pfimymi antioxidacnimi

vlastnostmi, ale dokéazi i1 vdzat kationty kovt, jako jsou Co, Fe, Zn a Mg (Shay et al.,
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2009). LA se pouziva v chelatacni terapii k odstranéni nadbytku kovi z tkani, a tim
napomaha k jejich vylouceni z organismu. K potvrzeni téchto vlastnosti byla provedena
studie, ktera hodnotila nejen schopnost LA vézat Zelezité ionty, ale i u€inek na toxicitu
soli zeleza. Lidské kmenové mezenchymové buiky byly oSetieny citratem amonno-
zelezitym (FAC) v koncentraci 120 pg.ml? s ptidavkem 20 pg.ml LA nebo bez LA.
Vysledky experimentu ukazaly, ze FAC zvySuje akumulaci intracelularniho Zeleza, coz
ma za nasledek zhorSeni mitochondridlniho membranového potencialu, integrity organel
a tvorbu ROS. Po oSetfeni mezenchymalnich kmenovych bunék LA hladiny ROS
postupné poklesly az na bazalni hladinu. Dale doslo ke sniZeni intraceluldrniho Zeleza a
obnové potencialu a integrity mitochondrialni membrany (Camiolo et al., 2019).

Chelatacni vlastnosti LA 1ze pouzit k tvorbé multifunkénich 1€¢iv obsahujicich komplex
LA se zinkem. Tento komplex se muZze podilet na eliminaci aktivnich forem kysliku,
inhibuje aktivitu tyrozinazy i elastazy a potlacuje produkci melaninu (Ogata, 2004). Déle

byly u tohoto derivatu potvrzeny protizanétlivé uc¢inky (Shoji et al., 2017).
2.2 Pouziti kyseliny a-lipoové v kosmetice a dermatologii

LA je hojné pouzivana pro kosmetické ucely. Vyuziti nasla naptiklad pti oddaleni starnuti
ktze a poskozeni nasledkem vystaveni slune¢nimu zafeni (Rona et al., 2004). Dale LA
ptispiva k tvorbé kolagenu (Han a Nimni, 2005), 1é¢bé rizovky (Perricone, 2002) a akné
(Perricone 2003). Tato latka byla pouZita pii lécbé dermatitidy, xer6zy, ekzému, psoriazy,
spaleni kiize vlivem vysoké teploty nebo radiace a dalSich druhti kozniho zanétu nebo
zmén kiize spojenych se starnutim (Perricone, 2004).

Starnuti kiize je komplikovany biologicky proces zapti¢inény vnéj$imi i vnitfnimi vlivy,
které vedou ke strukturnim a fyziologickym zméndm. Tyto zmény jsou castené
zpusobeny kumulativnim ROS, které jsou generovany oxidativnim bunéénym
metabolismem. Volné radikaly jsou slouceniny, které ve své valenéni sféte maji lichy
pocet elektronil a jsou schopny samostatné existence. Jsou vysoce reaktivni, a proto jsou
potencidlné nebezpecné pro Zivé organismy. Mohou poskodit bunééné slozky, jako jsou
membrany, enzymy a DNA. Tyto Skodlivé reakce jsou regulovany antioxidacnim
obrannym systémem, ktery eliminuje prooxidanty a zhasSi volné radikaly (Yaar et al.,
2003; Baumann et al., 2002). ROS jsou spojovany nejen s celkovym procesem starnuti,

ale jsou pravdépodobné zapojeny ve fotocitlivosti, karcinogenezi a zanétu kize.



Kuze disponuje dvéma hlavnimi obrannymi mechanismy pied zafenim. Melanin
je obecné povazovan za ochranu kuze proti nebezpeCnym ucinkim slunce.
Tato fotoprotektivni role melaninu vyplyva z jeho schopnosti absorbovat zafeni v UV,
viditelném a IR spektru. Zamezuje tak pronikani zareni skrz epidermdlni vrstvy
a zachycuje ROS. K obran¢ kiize rovnéz piispiva bariéra kyseliny urokanové ve stratum
corneum, kterd odrdzi a absorbuje vyznamné mnozstvi UVB zafeni. Tloustka vrstvy
stratum corneum se jevi jako dulezity faktor pfi fotoprotekci kiize (Gniadecka et al.,
1996). Mezi dalsi obranné mechanismy patii antioxidanty, jejichZ funkci je neutralizace
volnych radikalii. Antioxidanty pfirozené se vyskytujici v organismu jsou napt. enzymy:
superoxiddismutaza, katalaza, glutathionperoxidaza, a také nizkomolekularni
antioxidanty jako jsou o-tokoferol, kyselina askorbova a koenzym Q10 (CoQ10).
Antioxidanty dale nalezneme v potravé nebo ve vyzivovych dopliicich (Lobo et al., 2010).
LA a DHLA efektivné zabranuji poskozeni ROS. DHLA redukuje oxidovanou formu
CoQ10 (ubichinon) na ubichinol, a tak zvySuje antioxidac¢ni kapacitu v membranach
(Kozlov et al., 1999). Soucasné podani LA a CoQ10 je u¢inng&jsi pii snizovani oxidativni
mitochondrialni dysfunkce (Liu, 2008).

Beitner (Beitner, 2003) uvedl, ze oSetfeni krémem obsahujici 5% LA zlepsilo klinické
vlastnosti spojené s vystavenim pokozky UV zafeni. Do této studie bylo zatfazeno 33 Zen,
primérného véku 54,4 let. Po dvou tydnech 1écby bylo patrné vyrazné zlepSeni drsnosti
ktze a jejiho jasu. Dalsi studie zkoumala ucinnosti peroralniho oSetfeni tabletou
obsahujici 100 mg LA a dalsi antioxidanty u 40 Zen s projevy starnuti kiize. Na zaklad¢
méfeni hrubosti a pruznosti kize a hodnoceni dalSich klinickych parametri bylo
pozorovano zna¢né zlepSeni uvedenych parametrii po 6 mésicich 1écby (Thom, 2005).
Vystaveni cigaretovému koufi vede k tvorbé ROS a generaci bioaktivnich molekul, které
mohou poskodit buniky pokozky. Yildinm Bas et al. (2017) provedli vyzkum, ktery se
zabyval u¢inky LA na kazi Krys ovlivnéné koufenim. V této studii bylo testovano 28 krys,
které byly rozdéleny do tii skupin: kontrolni skupina (n = 8), kutacka skupina (n = 10;12
cigaret za den, po dobu 8 tydnt) a kutacka skupina, ktera pfijimala LA (n=10; 12 cigaret
za den + 100 mg.kg? LA, po dobu 8 tydnil). Ve skupiné kuiakii byly zaznamenana
degradace/ redukce svazku kolagenu, vlasovych folikul a degradace potnich zlaz. Ve
skuping oSetfené¢ LA byly vSechny tyto zmény minimalizovany. Dale byl kvantifikovan
malondialdehyd (MDA), ktery slouzi jako indikator peroxidace lipidi. Hladina MDA
byla zna¢né vy$s$i u skupiny kufdkd v porovnani s kontrolni skupinou. U skupiny

pfijimajici LA byla hladina MDA naopak niz§i. RovnéZz byla u testovanych skupin
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porovnavana karbonylace proteint. U skupiny kuiakt doslo k navySeni oproti kontrole,
kdezto u skupiny oSetfené¢ LA byla hladina niz§i dokonce i v porovnani s kontrolni
skupinou. Touto studii bylo prokazano, ze cigaretovy koui muze u Krys zpusobit
degeneraci kozni tkané. Soucasné osetfeni LA ma pozitivni u¢inek na zmirnéni nasledki
poskozeni kiize vyvolané cigaretovym koutem (Yildirim Bas et al., 2017)

Navzdory velkému potencidlu, pouziti LA v kosmetickych piipravcich je limitovano
fyzikéalné-chemickymi vlastnostmi, zejména chemickou nestabilitou (Ames, 2004; Segall
et al., 2004; Souto et al., 2005). U LA dochazi k snadné oxidaci za tvorby 1,2-dithiolan-
3-ylového radikalového kationtu, thiosulfinatu nebo thiolsulfonatu (Obr. ¢. 2) (Fuchs et
al., 1997).

oxidace oxidace
e ——
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Obr. 2 Reakéni schéma oxidace kyseliny lipoové.
2.2.1 Derivaty kyseliny a-lipoové s vlivem na ochranu kiize

Vstiebavani fady 1€ka pokozkou je omezené kvili jejich nevhodnym fyzikalng-
chemickym vlastnostem. Absorpci latek lze zlepsit doasnou chemickou modifikaci.
Proléciva (prodrugs) vznikaji spojenim aktivni latky a pomocné latky, metabolicky
Stépitelnou vazbou za Gcelem prekonani farmaceutickych a farmakokinetickych bariér.
Nevyhoda tohoto pfistupu spociva v potencionalni zatézi organismu ve spojitosti s
transportni molekulou. Pfi jejim uvolnéni muze dojit k vyvolani nezadoucich ucinki.
Urc¢itou variantou tohoto pfistupu jsou co-drugs - spojeni dvou nebo vice terapeutickych
sloucenin (Lau et al., 2008). Navrh a syntéza hybridnich molekul obsahujicich LA je
pfedmétem vyzkumu v poslednich desetiletich (Koufaki et al., 2009). Znamé konjugéty
kombinuji antioxidacni aktivitu s celou fadou jinych aktivit, jako jsou: ochrana pied
perfaznimi arytmiemi, inhibice syntazy oxidu dusnatého, ochrana erytrocytd pied
hemolyzou, antiproliferacni aktivita, inhibici acetylcholinesterazy, neuroprotektivni nebo
protizanétliva aktivita (Koufaki et al, 2001; Gruzman et al., 2004; Koufaki et al., 2004;
Antonello et al., 2005; Detsi et al., 2007). Dale uvadim piiklady ne¢kterych z nich. Novym
piistupem je pouZiti LA pfi vyvoji antioxidacnich proléciv velikosti nanometra (Lee et
al, 2009).



2.2.1.1 Resveratrol-LA

Resveratrol je polyfenol, ktery produkuji nékteré rostlinné druhy, napf. modré ¢i Cervené
odridy révy vinné, Cerny rybiz nebo brusnice borivka. Je zndmo, Ze cervené vino
obsahuje az 7 mg.I"! resveratrolu, a proto byl jeho konzumaci ¢asteéné vysvétlovan tzv.
francouzsky paradox, ktery v roce 1819 popsal Samuel Black. Jedna se o skutecnost, ze
lidé zijici ve Francii trpi nizkym vyskytem akutnich srde¢nich ptihod, navzdory vysoké
konzumace nasycenych tuki (Jaklova Dytrtova et al., 2018). Soucasné vyzkumy
naznacuji, ze resveratrol je ucinnou latkou v prevenci proti nemocem souvisejicich se
starnutim, vcetné neurodegenerativnich  onemocnéni, obezity, diabetu a
kardiovaskularnich chorob (Li et al., 2017).

Pouziti pfirodnich antioxidantli, jako jsou polyfenoly, je limitovano jejich snadnou
oxidaci a naslednou ztratou svych vlastnosti. Resveratrol-LA ester vykazoval zvySenou
fotostabilitu a lipofilitu. Rovnéz bylo prokdzano, ze enzymy stratum corneum uc¢inné
hydrolyzuji prekurzor a uvoliiuji aktivni molekuly resveratrol a LA v podminkach in vitro

po dobu 72 hod pfi neutralnim pH (Gelo-Pujic et al., 2008).
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Obr. 3 Struktrura konjugatu R,S-LA a resveratrolu.
2.2.1.2 Dihydrolipoylhistidinat sodno-zine¢naty

Princip fungovani latek zesvétlujici pokozku je zaloZen na sniZeni syntézy melaninu
inhibici aktivity tyrosinazy. DalSim pfistupem je reakce mezi sulthydrylovymi
slou¢eninami a DOPAchinonem, oxida¢nim produktem L-DOPA pii tvorbé melaninu.
Bylo prokézano, ze DHLA reaguje s DOPAchinonem. Pii této reakci vznika konjugat
lipoyl-DOPA, a tak nedochazi k nasledné tvorbé pigmentu. DHLA samotnou vsak nelze
pouzit pro kosmetické aplikace kvili jeji snadné oxidovatelnosti a nizké lipofilité

limitujici penetraci. Dihydrolipoylhistidinat sodno-zine¢naty (DHLHZn) ma oba tyto



parametry zlepSené. Buiiky my$iho melanomu B16 byly kultivovany s DHLHZn (75 uM)
po dobu 3 dnt pro posouzeni depigmentacni aktivity. Pozorovan byl silny inhibi¢ni
ucinek na tvorbu melaninu srovnately s a-arbutinem (Tsuji-Naito et al., 2007).

Ve studii Hagiwara et al. (2011) byl zkouman efekt DHLHZn na chemoterapii
indukovanou alopecii u krys. Po dobu 7 dni byly krysy vystaveny cytosin arabinosidu
(AraC; intraperitonealni injekce) a zaroven osetieny krémem obsahujicim 0%, 0,5% nebo
1% DHLHZn po dobu 12 dni. Vypadévani chlupi a histologické zmény tkané hlavy byly
hodnoceny 12 dni po zahajeni podavéani AraC. Lécba 0,5% a 1% DHLHZn vyznamné
snizila vypadavani chlupti vyvolané AraC. DHLHZn tedy vyznamné snizil alopecii
vyvolanou AraC pravdépodobné oslabenim zanétlivé reakce vlasovych folikul nebo

sniZenim oxidativniho stresu (Hagiwara et al., 2011).

Iz

S\ /S (6]
Zn

Obr. 4 Struktura dihydrolipoyl histidinatu sodno-zine¢natého.
2.2.1.3 Konjugat LA-PEG

Spojenim LA a polyethylenglykolu (PEG) o molekulové hmotnosti 2000 vznikla latka,
ktera ma vliv na melanogenezi. Kim et al. (2008) zkoumali ucinky na inhibici
tyrosindzové aktivity a syntézu melaninu v buiikdch mysSiho melanomu B16F10. Po
osetfeni LA-PEG 2000 doslo k vyznamnému poklesu biosyntézy melaninu az o 63 % pfi
0,25 mM koncentraci. Tyrosindzova aktivita byla sniZena az o 80 % pfi koncentraci 0,5
mM. Pomoci biochemickych metod byla zjiSténa snizend hladina melanogenniho enzymu
tyrosinazy. Vysledky této studie naznacuji, ze LA-PEG 2000 inhibuje biosyntézu

melaninu snizenim hladiny a exprese tyrosinazové aktivity (Kim et al., 2008).
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Obr. 5 Struktura konjugatu kyseliny lipoové a polyethylenglykolu.
2.2.1.4 Konjugaty LA a kyseliny kavové

Derivaty kyseliny kavové inhibujici tyrosindzu jsou studovany jako 1éCiva pro terapii
lokalni hyperpigmentace spojené s nadprodukci nebo akumulaci melaninu. Byla popsana
inhibi¢ni aktivita kyseliny 2-S-lipoylkéavové (LCA), konjugatu kyseliny kdvové s DHLA,
na tyrosinhydroxylazovou (TH) a L-DOPA oxiddzovou (DO) aktivitu houbové
tyrozinazy (Micillo et al., 2017). Jesté silngjsi uc¢inek nez LCA a referenéni latka kyselina
kojova ma lipofilngjsi methylester kyseliny 2-S-lipoylkavové (LCAME). Obé¢ latky
inhibuji 1 DO aktivitu lidské tyrosinazy - s IC50 76 uM pro LCA a 30 uM pro LCAME.
Utinek na TH aktivitu byl slabsi. Po 24 hodinach osetieni lidskych melanomovych bunék
inhibitorem nebyla pozorovana Zaddna zména bazalni exprese tyrosinazy. Vysledky vSak
naznacuji, ze LCAME miZze blokovat indukci exprese tyrosinazy v builkach

stimulovanych a-melanocyty stimulujicim hormonem (Micillo et al., 2018).
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Obr. 6 Struktury derivata kyseliny kavové: a) kyseliny 2-S-lipoylkavové a b) methylesteru
kyseliny 2-S-lipoylkavové.
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2.2.1.5 Peptidické derivaty LA

Latky s vyhodnéj$imi vlastnostmi byly ziskany také spojenim LA s oliogopeptidy. Tyto
konjugaty maji nejen anti-melanogenni vlastnosti, ale mohou také zmiriiovat projevy
starnuti. Znamym peptidem pro kosmetické aplikace je KTTKS (Lys-Thr-Thr-Lys-Ser),
ktery podporuje produkei extracelularni matrix a remodelaci tkané. (Lupo et al., 2007).
Sekvence peptidu byla navrzena na zékladé aminokyselinové sekvence pfitomné v
kolagenu typu I, ktery je hlavni formou kolagenu v lidské kuzi (Katayama et al., 1993).
Pro zlepSeni dodani pentapeptidu pfes epidermis lze pouzit chemické zesilovace
penetrace, jako jsou mastné kyseliny (Aungst at al., 1990). Chemicka modifikace PEG
muze také zlepsit ucinnost 1éciva jeho chemickou a biologickou stabilizaci a rovnéz
zlepsit vstiebatelnost do kiize (Sarpotdar et al., 1986). Molekuly kombinujici n¢kolik
benefitd byly pfipraveny spojenim KTTKS a lipofilni LA. U LA-pentapeptidu byl
prokéazan vétsi inhibicni efekt na syntézu melaninu a tyrosinazovou aktivitu, nez u LA
nebo pentapeptidu samotného. Dale byla u konjugatii zkoumana biologické aktivita v
lidskych dermdlnich fibroblastech, véetné inhibicniho u€inku na expresi matrixové
metalloproteinazy-1 (MMP-1) a stimulaéniho Géinku na biosyntézu kolagenu. LA-
KTTKS a LA-PEG-KTTKS inhibuji expresi MMP-1, ktera je indukovana UV zafenim,
az 0 49,5 % a 69,5 % pfi koncentraci 0,5 mM. LA-peptid rovnéz stimuluje biosyntézu
kolagenu s vét§im t¢inkem nez vybrané molekuly samotné. Konjugaty nejsou toxicky ani
pfi vysSich koncentracich, a tak jsou tyto latky vhodnymi kandidaty pro pouZiti v

kosmetickych aplikacich (Lu et al., 2013).
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Obr. 7 Struktury konjugatu kyseliny lipoové a pentapeptidu: a) R-LA-PEG-KTTKS a b) R-LA-
KTTKS.
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2.2.1.6 Selenotrisulfidovy derivat LA

Selen je mikroelement potiebny pro aktivitu enzymu, které obsahuji selenocystein v
aktivni misté. Mezi tyto enzymy patii nékteré izoenzymy glutathionperoxidazy a
thioredoxin reduktazy zapojené v obran¢ bunék proti oxidativnimu stresu. Dostupnost Se
v tkanich tak ma vyrazny vliv na rovnovazny stav hladiny ROS (Brigelius-Flohe, 1999).
Cilem studie Alonise et al. (2006) bylo ur¢it, zda je trisulfidovy derivat kyseliny lipoové
(LASe) absorbovan kuzi a zhodnotit biologickou dostupnost selenu z této slouceniny.
LASe byla t¢inn¢ absorbovana do kiize prasat, ktera je pouzivana jako model pro lidskou
ktzi. LASe byl rovnéz dobrym zdrojem selenu pro syntézu selenoproteind. Vysledky
navic ukazaly, Ze latka chrani keratinocyty HaCaT pied smrti indukovanou UV zafenim.
Pii davce 500 J.m byla mira preZivsich bunék stanovena na 40 %. OSetfeni bungk 50-
500 nM LASe pied vystavenim UV zéfeni zvysilo miru pfeziti na vic nez 50 % (Alonis
et al., 2006). Kaze je denné vystavena UV zareni, které generuje ROS, proto optimalni
kapacita selenoenzymil prostfednictvim suplementace selenu mize poskytnout vysoce

efektivni prevenci proti rakovin¢ kiize (Whanger, 2004).
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Obr. 8 Struktura selenotrisulfidu odvozeného od R,S-kyseliny lipoové.
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2.3 Cytokininy

Cytokininy jsou tfida rostlinnych hormont, které podporujici déleni bun€k. Jejich aktivita
je spojena s dal$im fytohormonem, auxinem (Skoog et al., 1965). Jsou zapojeny do vyvoje
a ristu nadzemni i podzemni ¢asti rostlin (Mok a Mok, 1994; Hwang et al., 2012) Rovnéz
zprostiedkovavaji reakce na vné¢jsi faktory, jako jsou napiiklad svételné podminky a
dostupnost vody nebo zivin. Cytokininy jsou krom¢ abiotického stresu zapojeny do
odpovédi na stres bioticky. Podili se na vyvojovych zménach v disledku interakce s
patogennimi nebo symbiotickymi bakteriemi ¢i houbami (Werner a Schmiilling, 2009).
Cytokininy reguluji senescenci listli, typ programované bunééné smrti, ktera predstavuje
konec¢nou fazi vyvoje listu. Snizena hladina je pozorovana u senescentnich listi, zatimco
externi pusobeni cytokint ¢asto vede k oddaleni senescence (Van Staden, 1988; Gan a
Amasino, 1995). Znalost role cytokini pfi regulaci vyvoje a rastu rostlin podnitila studie
mozného vyuziti cytokinint pii 1é¢bé nemoci u lidi. Zejména nemoci, jejichz projevem
je porucha déleni a diferenciace bunc¢k (Mittelman et al. 1975). U né&kterych analog
cytokininu, jako je roskovitin nebo olomoucin, byly prokdzany protinddorové ucinky.
Mechanismus jejich u¢inku spociva v inhibici cyklin-dependentnich kinas (CDK), které
jsou odpovédné za bunécné déleni (Vesely et al., 1994; Havlicek et al., 1997; Vermeulen
et al., 2002; Krystof et al., 2002). Cytokininy nasly své vyuZiti i v kosmetologii. Trans-
zeatin, para-topolin, kinetin a jeho derivat pyratin se v souc¢asnosti pouzivaji jako slozky
kosmetickych piipravki, které chrani pokozku pted vnéj$Simi vlivy, oddaluji projevy
starnuti nebo zesvétluji pokozku (McCullough et al., 2008; Wanitphakdeedecha et al.,
2015, Garcia et al., 2018).

2.3.1 Struktura cytokinini a jejich vyskyt

Cytokininy se fadi mezi derivaty adeninu substituované v N° pozici. Podle postranniho
fetézce se déli na isoprenoidni nebo aromatické. Uméle ptipravené latky s cytokininovou
aktivitou mohou obsahovat odli$né struktury, napiiklad fenylmocovinu. Mezi
isoprenoidni cytokininy patii Ccis- a trans-zeatin (tZ) a jeho analogy s nasycenym
postrannim fetézcem (dihydrozeatin, DHZ) nebo bez hydroxylové skupiny (N°-
isopentenyladenin, iP). Isoprenoidni cytokininy se nachdzi u vSech rostlin, zatimco
skupinu aromatickych cytokininii nesouci NS-benzylovy substituent lze nalézt jen u
uritych druhti. Mezi aromatické cytokininy fadime také hydroxylované derivaty

benzyladeninu (6-benzylaminopurin, BAP), topoliny. Topoliny se vyskytuji ve tfech
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izomerech - ortho, meta a para (Strnad 1997). Prvnim izolovanym cytokininem byl
kinetin (K), ktery ve své struktufe obsahuje furfurylovy postranni fetézec na dusiku N°
adeninu. Kinetin byl poprvé rozpoznan jako latka zodpovédna za cytokininovou aktivitou
v autoklavovaném sledim spermatu, pifi hledani slozek nezbytnych pro kultivaci
rostlinnych explantat in vitro (Miller et al., 1956). Byl rovnéz nalezen v rostlinném
materialu (Ge et al,. 2004) a dokonce i v lidskych bunkéach a moci (Barciszewski et
al.,1996, 2000). Isoprenoidni i aromatické cytokininy se vyskytuji jako volné baze,
ribosidy, ribotidy, N-glykosidy a konjugaty s aminokyselinami. Isoprenoidni cytokininy
s hydroxylovanym postrannim fetézcem mohou tvofit také O-glykosidy. Derivaty
adeninu substituované na dusiku N°® byly nalezeny v nékterych typech tRNA u vsech
organismil s vyjimkou Archea. Napiiklad u savc se NS-isopentenyladenosin (iPR)
nachdzi v tRNA[Ser]Sec selenocysteinu. Usnadniuje interakci kodon-antikodon a ptispiva

k uéinné syntéze selenoproteinu (Chheda and Mittelman 1972).
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Obr. 9 Piiklad struktur ptirozené se vyskytujicich cytokininovych bazi, které jsou zkoumany ve
spojitosti se starnutim: a) kinetin, b) trans-zeatin, ¢) Né-isopentenyladenin, d) N®-benzyladenin,

e) para-topolin.
2.3.2 Vliv cytokinini na starnuti a ochranu bunék

V roce 1994 Rattaan a Clark objevili pozitivni ucinky Kinetinu a nékteré vlastnosti
spojené se starnutim bunék. Pfidavek této latky ke kultufe lidskych fibroblastli mél za
nasledek jak zpozdéni nastupu, tak sniZeni intenzity mnoha charakteristik starnuti, které
se objevuji beéhem pasazovani normalnich bunék v kultufe. Velikost a morfologie
fibroblastii pasaZzovanych v ptitomnosti K odpovidaly buiitkdm pii niz§im poctu pasazi.
Kinetin mél vliv na organizaci cytoskeletu a intenzitu autofluorescence v dusledku

oxidativniho poskozeni (Rattan a Clark 1994). tZ mél podobny ucinek na starnuti
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lidskych fibroblasti. Studovany byly rovnéz biomarkery bunééného starnuti jako je
zvétSeni bun€k, akumulace bunééného odpadu, zvySena polymerizace aktinu, snizena
antioxida¢ni schopnost a sniZzena rezistence vuci stresu. K a tZ snizili projevy vyse
uvedenych biomarkert spojenych se starnutim bunék bez toho, aby dochéazelo k ovlivnéni
proliferace bun¢k a maximalni prolifera¢ni kapacity. Optimalni efekt obou latek byl

pozorovan pii koncentraci 80 uM (Rattan a Sodagam, 2005).
2.3.2.1 Kinetin

Pfesny mechanismus ptsobeni kinetinu na zivo¢isné buiiky nebyl zcela objasnén. Jedna
se ale o prirodni antioxidant, ktery chrani DNA a proteiny pfed poskozenim kyslikovymi
radikdly. Bylo prokazéno, Ze ucCinek kinetinu proti stdrnuti fibroblasti lze zvysSit
navazanim vhodného substituentu do polohy N°. Tyto derivaty jsou aktivni slozkoou
klinicky testovanych kosmetickych vyrobkl. Studie byly provedeny na oddéleni
dermatologie Kalifornské univerzity u 40 Zen se znamkami lehkého az stfedniho
poskozeni pleti vlivem vystaveni sluneénimu zafeni. Testy prokazaly, ze pyratin (6-
(furfurylamino)-9-(tetrahydropyran-2-yl)-purin) v koncentraci 0,1 % sniZuje pfitomnost
jemnych i hlubokych vrasek. Dale snizuje hyperpigmentaci, hrubost a dehydrataci
pokozky (McCullough, et al., 2008).

2.3.2.2 Zeatin

Trans-zeatin byl poprvé izolovan z nezralych zrn kukutice Zea mays (Letham, 1963).
Ptitomnost trans-zeatinu byla pozdéji zjisténa v tRNA mnoha organismi (Mok a Mok,
1994; Haberer a Kieber, 2002). U zeatinu byla prokazana tfada biologickych aktivit. Je
ucinny proti apoptoze u lidskych koznich fibroblastli @ mé antioxida¢ni vlastnosti. Studie
provedena na lidskych fibroblastech prokazala schopnost trans-zeatinu zpomalovat
starnuti bunck. Pfi oSetfeni 1 az 200 uM zeatinem nebyly zaznamenany zadné negativni
nebo toxické ucCinky. Optimalni koncentrace pii dlouhodobych experimentech byla
stanovena na 80 pM. Pozitivni vliv této latky byl pozorovan bez vyvolani dal$i bunécné
proliferace, ¢imz byly vylouceny potencionalné karcinogenni G¢inky (Rattan a Sodagam,
2005). Vystaveni pokozky UV zafeni zplUsobuje jeji dehydrataci a starnuti kize.
Aquaporin 3 (AQP3) transportuje vodu a glycerol do koznich buniek, a hraje tak zasadni

roli pfi zachovani hydratace pokozky a hojeni ran. OSetfeni lidskych keratinocytl tZ
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zvySuje expresi AQP3, navic zmiriuje ztratu AQP3 po vystaveni bun¢k UV zafeni, a tak

ptispiva k lepSimu hojeni ran a poklesu propustnosti vody (Ji et al., 2010).
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Obr. 10 Chemcka struktrura a) trans a b) cis zeatinu.
2.3.2.3 Topoliny

Topoliny (hydroxybenzyladeniny) patii mezi aromatické cytokininy. Byly pojmenovany
podle Populus x canadensis Moench. cv. Robusta, z jehoz listti byly poprvé izolovany
(Strnad et al., 1997). Hlavnim a nejaktivnéjsim zastupcem, pokud jde o cytokininovou
aktivitu, je meta-topolin. Jeho aktivita je srovnatelna s doposud nejaktivnéj$im ptirozené
se vyskytujicim cytokininem, trans-zeatinem (Dolezal a Strnad, 2017). Pti hodnoceni
antioxidacni aktivity cytokininii bylo zjisténo, ze p-topolin je nejucinnéjsi pfi
koncentracich 2,5 a 5 uM. Efektivnéjsi antioxidacni aktivita pfi vysSich koncentracich pT
je pfisuzovana ptitomnosti -OH skupiny fenolu (Brizzolari et al., 2016). Pro zhodnoceni
ucinnosti a tolerance pT byla tato latka aplikovana u subjektii s mirnymi az stiednymi
projevy poskozeni pokozky vlivem zateni. Lokalni aplikace pT v 0,1% koncentraci po
dobu 12 tydnii méla vliv na redukci vrasek a hyperpigmentace. Toto oSetfeni dale snizilo
drsnost kize a zvysilo jeji hydrataci bez jakychkoliv pozorovanych vedlejsich ucinkd

(Garcia et al., 2018).
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s, v 7

3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Materialy
3.1.1 Seznam pouZzitych pristroju a vybaveni

Analytické vahy (Heidolph)

Automatické pipety (Eppendorf); 8-kanalova pipeta (Brand Transferpette S-8)
Bod tani - Biichi Melting Point B-540

Box s vertikalnim proudénim vzduchu — Gelaire TC 48 (Gelaire, Flow Laboratories)
CO; inkubator -MCO-18AIC (SANYO)

Destic¢kovy spektrofotometr — Infinite 200 pro (Tecan)

HPLC — HPLC Beckman Gold System

Mikroskop —IX51 (Olympus); zdroj svétla —TH4-200 (Olympus); kamera —DP71
(Olympus)

MS — Tandem Mass Spectrometer Q-Tof Micro™ (Waters)

NMR — JEOL 500 ECA

Stolni centrifuga —Mini Spin (Eppendorf)

TLC —silikagelové desticky 60 WF2s4 (Merck)

Ultrazvukova lazen —-RK31 (BANDELIN SONOREX)

Vakuova rota¢ni odparka (Heidolph)

Véhy —440-33N (Kern)

Vortex —Minishaker MS2 (IKA)

Vyvéva —KIF LAB (Laboport)

3.1.2 Chemikalie

2,3-dihydropyran — Sigma-Aldrich, 4-hydroxybenzylamin hydrat — Sigma-Aldrich, 4M

kyselina chlorovodikova v dioxanu — Sigma-Aldrich, 6-chlorpurin — Sigma-Aldrich,

bovinni fetalni sérum —Invitrogen, destilovana voda — LRR a LF Olomouc, diethylether -
Lach Ner s.r.o., dichlormethan (DCM) — Sigma-Aldrich, dimethylsulfoxid (DMSQO) —
Sigma-Aldrich, dioxan — Sigma-Aldrich, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
— Invitrogen, ethanol 70 % -Lach Ner s.r.o., ethanol 96 % -Lach Ner s.r.o, ethylacetat -

Lach Ner s.r.o., ethylendiamintetraoctové kyselina (EDTA) — Sigma Aldrich, chlorid

sodny - Sigma-Aldrich, chlorid draselny — Sigma-Aldrich, chloroform -Lach Ner s.r.o.,
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kyselina citronova - Sigma-Aldrich, kyselina trifluoroctova (TFA) - Sigma-Aldrich,
methanol - Sigma-Aldrich, n-propanol, siran horecnaty - Sigma-Aldrich,
hydrogenfosfore¢nan draselny - Lach Ner s.r.0, hydrogenfosfore¢nan sodny
dodekahydrat — Lach Ner s.r.o, hydrogenuhli¢itan sodny - Sigma-Aldrich, N,N’-
dicyklohexylkarbodiimid (DCC) — Sigma-Aldrich, N,N-dimethylpyridin-4-amin
(DMAP) — Sigma-Aldrich, penicilin/streptomycin — Sigma-Aldrich, resasurin -Sigma-
Aldrich, toluen — Sigma-Aldrich, triethylamin - Sigma-Aldrich, tripsyn — Sigma-Aldrich

3.1.3 Seznam pouZitych roztoki

PBS (1 1): 3,58 g NaoHPO4 12 H,0 + 0,2 g KH2PO4 + 8 g NaCl + 0,2 g KCI +950 ml
vody; uprava pH na hodnotu 7,4; doplnéni do 1 |, pfefiltrovani pies 0,22 um filtr

Standardni kultivaéni médium DMEM 10 % (500 ml): ptidat steriln¢ 50 ml fetalniho
séra + 5 ml penicilin/streptomycin k 445 ml DMEM média

Trypsin/EDTA (50 ml): sterilng smichat 20 ml zasobniho trypsinu (25 g.I't) +230 ml
sterilni destilované vody; poté ptidat 25 ml 0,5 mM EDTA

3.1.4 Testované latky

Kromé nové ptipravenych latek byly testovany jejich prekurzory tj. 9-THP-pT, 9-THP-
tZ, 9-THP-DHZ, R-LA, S-LA, a také volné cytokininové baze dihydrozeatin, para-

topolin, trans-zeatin.

3.1.5 Stresory

L-buthionin-S,R-sulfoximin (BSO), citronan amonno-zelezity
3.1.6 Biologicky material

Bunky sitnice ARPE-19 a kozni fibroblasty BJ byly ziskany ze sbirky ATCC,
keratinocyty HaCaT ze sbirky DKFZ. Buné&cna linie GM04078 odvozena z pacientl s

Friedreichovou ataxii byla ziskana ze sbirky Coriell.
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3.2 Metody
3.2.1 Syntéza
3.2.1.1 Derivaty LA-THP-pT a LA-pT (R,S)

3.2.1.1.1 P¥iprava 6-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purinu

Reakéni schéma
Cl
@]
N N
N \ ethylacetat
s LJI\>
rt
N H

Postup:

Do jednohrdlé banky o objemu 1000 ml byl ptedlozen ethylacetat (500 ml) a 6-chlor-9H-
purin (50 g; 0,323 mol). Za stalého michani byl pfidan 3,4-dihydro-2H-pyran (40,7 g; 0,
484 mol) a TFA (50 ml; 0,65 mol). Reakéni smés byla ponechdna reagovat do dal§iho
dne za laboratorni teploty. DoSlo k postupnému rozpusténi pevné faze a vzniku
homogenniho zakalené¢ho roztoku hnédé barvy. Pribeh reakce byl kontrolovan pomoci
TLC (mobilni faze: ethylacetat:toluen 1:1). Poté byla provedena extrakce do ethylacetatu.
Spojené organické faze byly vytfepany solankou, vysuSeny siranem hofe¢natym a
zahustény na RVO na odparek, ktery byl rozpustén v DCM. Dano na vakuum (45°C,
michani). Poté rozpusteno v ethanolu (230 ml) a ponechéno krystalizovat v mrazaku (-
18°C). 1. podil izolovan filtraci. Filtrat dale zahustén na % pivodniho objemu a znovu

ponechan krystalizovat pti -18°C. Izolovan druhy podil produktu srovnatelné Cistoty.
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3.2.1.1.2 Piiprava 4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenolu (9-THP-pT)

Reakéni schéma:

OH
OH

Cl

N X N\ n-propanol HN
+ —_—
L EN, 100°C
/
N N X N\>
@) N N
0

Postup:

6-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-y)-9H-purin -~ (2,39 g; 0,01 mol) a 4-
(aminomethyl)fenol monohydrat (1,41 g; 0,01 mol) byly ptedlozeny do tlakové ampule a
rozpus$tény v 50 ml n-propanolu. Poté byl ptidan triethylamin (4,2 ml, 0,03 mol). Reak¢éni
smés byla inertizovana dusikem a po uUzavieni umisténa na olejovou lazen o teploté
100°C. Pfi této teploté byla reakéni smés michana (700 rpm) 5 hodin. Prib¢h reakce byl
kontrolovan pomoci TLC (mobilni faze: ethylacetat:toluen 1:1).

Reakéni smés byla po ochlazeni na laboratorni teplotu odpafena na rotacni vakuové
odparce (RVO; 40°C; 10 mbar; 100-120 rpm). Odparek byl rozpustén ve vodé (50 ml) a
ponechan na michacce pii laboratorni teplot€¢ po dobu nékolika hodin. Vylouceny
nazloutly krystalicky produkt byl izolovéan filtraci.

Produkt byl ptecistén rekrystalizaci z methanolu (1:6) pfi teploté lazn¢ 80°C. Methanol
byl ptidavan postupné do rozpusténi produktu (cca 30 min). Poté ochlazeno na laboratorni
teplotu a ponechano krystalizovat v lednici. Produkt byl izolovan filtraci jako bila pevna

latka.
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3.2.1.1.3 Piiprava 4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenyl 5-((R)-1,2-dithiolan-3-yl)pentanoatu (latka 1)

Reakéni schéma:

[7)
"

OH
S DCM, DMAP
+ HO / o o
j S .
HN DCC, 1t
e}

P

Postup:

4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenol (0,325 g; 10 mol)
byl rozpustén v DCM. Poté byly postupné pridany dalsi navazky R-LA (0,206 g; 107
mol), DCC (0,206 g; 10~ mol) a DMAP (0,0122 g; 10* mol) a inertizovano N2. Reakéni
smés byla michéana pii pokojové teploté do druhého dne. Prubéh reakce byl kontrolovan
TLC (mobilni faze: chloroform:methanol 19:1). Poté byla zfiltrovana a filtraéni kolac¢
(DCU) byl promyt DCM. Filtrat byl zahus$t¢én na RVO. Odparek byl rozpustén
Vv ethylacetatu (20 ml). Poté byla provedena extrakce 2% NaHCOs (3 x 10 ml). Dalsi
extrakce byla provedena vodou (15 ml) a 1% kyselinou citronovou (3 x 10 ml). Na zavér
byl proveden vytiep solankou (2 x 15 ml). Ethylacetatova faze byla suSena bezvodym
siranem hofecnatym. Nasledujici den byl siran hotfecnaty =zfiltrovan a promyt

ethylacetatem. Filtrat byl zahustén na RVO. Odparek byl rozpustén v DCM a znovu

22



zahustén. Produkt byl ptecistén rekrystalizaci z metanolu (5 ml) za postupného zahtivani

(80°C).

3.2.1.1.4 P¥iprava 4-(((9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl (R)-5-(1,2-dithiolan-3-
yl)pentanoatu (latka 2)

Reakéni schéma:

dioxan
HCI v dioxanu

Y

PO "
IJ\/E\ e
KN/ N> d/IN\>

Postup:

Latka 1 (1 g, 1,9 mol) byla rozpustén v dioxanu (40 ml). Reakéni smés byla michana a
chlazena studenou vodou. Po rozpusténi bylo k reakéni smési ptikapavana 4M kyselina
chlorovodikova v dioxanu (8 ml) za tvorby mlé¢ného zakalu. Po 2 hodinach reakce byla
provedena kontrolni TLC (mobilni faze: chloroform:methanol:25% roztok amoniaku

9:1:0,05) a reakéni smés byla ponechana 1 hodinu ustat za laboratorni teploty. Produkt
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byl izolovéan filtraci a promyt vychlazenym dioxanem (2 x 5 ml) a diethyletherem (2 x 5
ml). NaZzloutly pevny produkt byl ponechan k volnému suseni.

Produkt byl rozpusténim ve vodé (40 ml) za stalého michani a chlazeni ledem. Poté byl
pfeveden na volnou bazi upravou pH roztoku na 7-8 pomoci 25% amoniaku (140 ul). Pfi
daném pH ponechano michat 30 minut. Vykrystalizovany pevny produkt byl izolovan
filtraci a promyt vodou. Produkt byl dale precistén sloupcovou chromatografii (mobilni

faze stejného slozeni jako u TLC).

3.2.1.1.5 Piiprava 4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)phenyl 5-((S)-1,2-dithiolan-3-yl)pentanoatu (latka 3)

Reakéni schéma:

[}

OH

.OS DCM, DMAP o o
\\‘\\w S
DCC, 1t

N P )

dl;>
3 XN
8

Postup:

6-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin (0,325 g; 10°3 mol) byl rozpustén v DCM
(10 ml). Poté byly postupné pridany dalsi navazky S-LA (0,206 g; 10~ mol), DCC (0,206
g; 10° mol) a DMAP (0,0122 g; 10* mol). Postup p¥ipravy latky 3 je analogicky
K postupy pfipravy latky 1. TLC mobilni faze: chloroform:methanol (19:1).
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3.2.1.1.6 Piiprava 4-(((9H-purin-6-yl)amino)methyl)phenyl (S)-5-(1,2-dithiolan-3-
yl)pentanoatu (latka 4)

Reakéni schéma:

o e}

dioxan
HCl v dioxanu

Y

HN

Postup:

Latka 3 (0,2 g, 0,4 x 10 mol) byla rozpusténa v dioxanu (8 ml). Reakéni smés byla
michana a chlazena studenou vodou. Po rozpusténi bylo k reakéni smési prikapavana 4M
kyselina chlorovodikova v dioxanu (1,6 ml). Postup ptipravy latky 4 je analogicky
K postupy piipravy latky 2. TLC mobilni faze: chloroform:methanol:25% roztok
amoniaku (9:1:0,05).
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3.2.1.2 Derivaty LA-THP-tZ a LA-tZ (R,S)

3.2.1.2.1 P¥iprava (E)-2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)but-2-en-1-olu (9-THP-tZ)

Reakeéni schéma:

HO

x 112 C,H,0,

Cl \
X N NHz  n-propanol
fI\> N HO/\}/A/ — NH
P EN, 100°C
N N N
N‘ I \>
L

Postup:

6-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin (3,6 g; 15 x 10 mol) a (E)-4-amino-2-
methylbut-2-en-1-ol hemioxalat (2,625 g; 18 x 102 mol) byly ptedlozeny do tlakové
ampule a rozpustény v 112,5 ml n-propanolu. Poté byl piidan triethylamin (21 ml, 0,16
mol). Reakéni smés byla inertizovana dusikem a po Uzavieni umisténa na olejovou lazen
o teploté 100°C. Pii této teploté byla reak¢ni smés michana (700 rpm) 5 hodin. Pribéh
reakce byl kontrolovan pomoci TLC (mobilni faze: chloroform:methanol 9:1). Reakéni
smés byla po ochlazeni na laboratorni teplotu odpafena na RVO (40°C; 1 mbar; 100-120
rpm). NaZloutly olejovity odparek byl po pfidavku vody (150 ml) extrahovan
ethylacetdtem (3x 150 ml a 1x 50 ml). Do spojené organické faze byl pfidan nasyceny
roztok chloridu sodného (50 ml). Spodni vrstva byla oddélena a horni organicka faze byla
vysuSena siranem hotecnatym. Siran hotecnaty byl zfiltrovan a filtrat byl zahustén na
RVO. Odparek byl rozpustén v 13,5 ml DCM. Do roztoku bylo za stalého michani
ptikapavano 135 ml diethyletheru. Pro podpofeni krystalizace byl roztok ochlazen
suchym ledem na teplotu -20°C. Produkt byl dale ponechan pies noc v lednici.
Nésledujici den byla suspenze zfiltrovana a pevny produkt byl promyt tfemi podily

diethyletheru (3x 10 ml) a ponechéan susit pii RT.
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3.2.1.2.2 P¥iprava (E)-2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)but-2-en-1-yl 5-((R)-1,2-dithiolan-3-yl)pentanoatu (latka 5)

Reakéni schéma:

o © 4

)
N j\L
S
NH
s
XN HOM DCM, DMAP NH
t \> i DCC, 1t
" ¢ v
L
N

N

)

N

Postup:

V baiice o objemu 50 ml byl rozpustén (E)-2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-
purin-6-yl)amino)but-2-en-1-ol (0,303g; 10~ mol) v 10 ml DCM. Postupné byly ptidavany
dalsi navazené suroviny: R-LA (0,206 g; 10" mol), DCC (0,206 g; 10 mol) a DMAP
(0,0122 g; 0,1 x 10" mol). Reakéni smés byla inertizovana dusikem a michana do druhého
dne, kdy byla zfiltrovana. Filtra¢ni kola¢ (DCU) byl promyt DCM (2 x 5 ml), vysusen a
zvazen. Prubéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC (mobilni faze: chloroform:methanol
19:1). Filtrat byl odpafen na RVO a nazloutly, olejovity odparek byl zvazen. Odparek byl
rozpu$tén ve 20 ml ethylacetatu. Nasledné byla provedena extrakce 2%
hydrogenuhli¢itanem sodnym (3 x 10 ml) a 15 ml vody. Dale byla pfidana 1% kyselina
citronova (3 x 10 ml) a nasyceny roztok chloridu sodného (2 x 15 ml). Organicka faze
byla suSena siranem hofe¢natym. Nasledujici den byl siran hofe¢naty zfiltrovan a promyt
ethylacetatem. Filtrat byl zahustén na RVO, rozpustén v DCM a znovu zahustén. Vznikl
nazloutly, olejovity produkt.

Produkt byl dale piecistén sloupcovou chromatografii, kde stacionarni fazi tvofil silikagel
(40 g) a mobilni faze byla stejného slozeni jako u TLC. Pozadovany Cisty produkt byl
jiman jako prvni. Prvni 4 frakce byly spojeny, odpafeny na RVO a 2x prodestilovany
s DCM. Produkt byl ziskan ve formé¢ nazloutlého olejovitého odparku.
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3.2.1.2.3 Piiprava (E)-4-((9H-purin-6-yl)amino)-2-methylbut-2-en-1-yl (R)-5-(1,2-
dithiolan-3-yl)pentanoatu (latka 6)

Reakéni schéma:

HCl v dioxanu
\ —_— \

0°,2h

N N N
s, 8.

T

Postup:

Latka 5 (0,524 g; 10 mol) byla rozpusténa v dioxanu (26 ml) za stalého michani a
chlazeni studenou vodou. Do reakéni smési byla nasledné ptikapavana 4M kyselina
chlorovodikova v dioxanu (5,24 ml) za vzniku mlécného zakalu. Po 2 hodinach byla
provedena kontrolni TLC (mobilni faze: chloroform:methanol:25% roztok amoniaku
9:1:0,05). Reak¢ni smés byla ponechana 1 hod ustat pii pokojové teploté, poté zahusténo
na RVO. Odparek byl zvazen a rozpustén v acetonu a ponechan krystalizovat do dalSiho
dne. Nasledné byla reakéni smés zfiltrovana a promyta acetonem.

Produkt byl rozpustén v 5 ml methanolu za stalého michani a zahiivan (80°C) pod
zpétnym chladi¢em. Poté byly pfidavany dalsi podily methanolu do rozpusténi produktu
(cca 30 min). Poté ponechano vychladnout a pfemisténo na michacku, ponechéno
krystalizovat v lednici. Reakéni smés byla zfiltrovana a promyta vychlazenym
methanolem (5 ml). Filtrat byl zahustén na RVO. Produkt byl ptecistén sloupcovou

chromatografii (mobilni faze stejného slozeni jako u TLC).
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3.2.1.2.4 P¥iprava (E)-2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)but-2-en-1-yl 5-((S)-1,2-dithiolan-3-yl)pentanoatu (latka 7)

Reakéni schéma:

0
HO Y\/\\\\“‘ s

=

NH
N Ho C NH
N TR \ W\\\~ s DCM, DMAP
L > * ! DCC, 1t N
0 DS
N

Postup:

V  baiice byl rozpusten (E)-2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)but-2-en-1-ol (0,759 g; 2,5 x 10 mol) v 25 ml DCM. Postupné byly piidavany
dalsi navazené suroviny: S-LA (0,516 g; 2,5 x 10~ mol), DCC (0,206 g; 2,5 x 10 mol)
a DMAP (0,0122 g; 0,25 x 10 mol). Postup piipravy latky 7 je analogicky k postupy
ptipravy latky 5. TLC mobilni faze: chloroform:methanol (19:1).
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3.2.1.2.5 Piiprava (E)-4-((9H-purin-6-yl)amino)-2-methylbut-2-en-1-yl (S)-5-(1,2-
dithiolan-3-yl)pentanoatu (latka 8)

Reakéni schéma:

\ HCl v dioxanu \
0°,2h

NH NH

N \ N N \ N
A\ N\

C[ P

N N N N

o)

Postup:

Latka 7 (0,330 g; 0,6 x 10" mol) byla rozpusténa v dioxanu (16,5 ml) za stalého michani
a chlazeni studenou vodou. Do reakéni smési byla nasledné prikapavana 4M kyselina
chlorovodikova v dioxanu (3,3 ml). Postup piipravy latky 8 je analogicky k postupy
ptipravy latky 6. TLC mobilni faze: chloroform:methanol:25% roztok amoniak
(9:1:0,05).
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3.2.1.3 Konjugaty R/S-LA a dihydrozeatinu

3.2.1.3.1 P¥iprava 2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)butan-1-olu (9-THP-DHZ)

Reakéni schéma:

HO

\ NHz n- prop;mol
K > EGN, l()()OC
x 112 C,H,0, \>
: L
Postup:

6-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin (0,36 g; 1,5 x 10 mol) a 4-amino-2-
methylbutan-1-ol hemioxalat (0,266 g; 1,79 x 10 mol) byly piedlozeny do tlakové
ampule a rozpustény v 5 ml n-propanolu. Poté byl pfidan triethylamin (1,045 ml, 7,5 x
107 mol). Reakéni smés byla inertizovana dusikem a po Uzavfeni umisténa na olejovou
lazen o teploté 100°C. Pii této teploté byla reak¢éni smés michéna (700 rpm) 5 hodin.
Prubéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC (mobilni faze: chloroform:methanol:25%
roztok amoniaku 9:1:0,05). Reakéni smés byla ochlazena na laboratorni teplotu. Po
oddestilovani triethylaminu a n-propanolu na RVO (40°C, 1 mbar, 100-120 rpm) byla
provedena extrakce. Odparek byl zpracovan s ethylacetatem (150 ml) a vodou (150 ml).
Po vytiepu byla oddélena ethylacetatova od vodné frakce. Vodna frakce dale 2x vytfepana
150 ml a 50 ml ethylacetatu. Do ethylacetatovych frakci byl pfidan nasyceny roztok
chloridu sodného (50 ml). Spodni vrstva byla oddélena a horni ethylacetatova frakce byla
vysu$ena siranem hote¢natym za stalého michani po dobu 20 min. Siran hofe¢naty byl
zfiltrovan a filtrat byl zahustén na odparce. Odparek byl rozpustén v dichlormethanu (5

ml) a znovu prodestilovan.
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3.2.1.3.2 P¥iprava 2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)butyl 5-((R)-1,2-dithiolan-3-yl)pentanoatu (latka 9)

Reakéni schéma:

HO © /

o}
N Ho S/ ’ DCM, DMAP NH
‘ \> + DCC, 1t
N/ N © N| B
L
N

>

Postup:

V baiice o objemu 50 ml byl rozpustén 6-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin
(0,332 g; 10 mol) v 11 ml DCM. Postupné byly pfidavany dalsi navazené suroviny:
kyselina lipoova (0,224 g; 10~ mol), DCC (0,224 g; 10" mol) a DMAP (0,0133 g; 0,1 X
107 mol). Reakéni smés byla inertizovana dusikem a michana do druhého dne, kdy byla
zfiltrovana. Vylouceny bily vedlejsi produkt DCU byl promyt DCM (2 x ml) a zvazen.
Pribéh reakce byl kontrolovan pomoci TLC (mobilni faze: chloroform:methanol 19:1).
Filtrat byl odpafen na RVO a naZloutly, olejovity odparek byl zvaZzen. Odparek byl
rozpustén ve 20 ml ethylacetaitu. Nasledné¢ byla provedena extrakce 2%
hydrogenuhli¢itanem sodnym (3 x ml) a 15 ml vody. Dale byla pfidana 1% kyselina
citronova (3 x ml) a nasyceny roztok NaCl (2 x ml). Organicka faze byla suSena siranem
hote¢natym. Nasledujici den byl siran hote¢naty zfiltrovan a promyt ethylacetatem. Filtrat
byl zahu$tén na RVO, rozpustén v DCM a znovu zahus$tén. Vznikl nazloutly, olejovity
produkt.

Produkt byl déle ptecistén sloupcovou chromatografii s mobilni faze stejného sloZeni jako
u TLC. Pozadovany Cisty produkt byl jiman jako prvni. Prvni 4 frakce byly spojeny,
odpafeny na RVO a 2x prodestilovany s DCM.
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3.2.1.3.3 Piiprava 4-((9H-purin-6-yl)amino)-2-methylbutyl 5-((R)-1,2-dithiolan-3-
yl)pentanoatu (konjugatu 10)

Reakéni schéma:

dioxan
HCl v dioxanu

N SN N S
@N\> ”\N/ H\>

Postup:

Latka 9 (0,245 g; 0,4 x 107 mol) byla rozpusténa v dioxanu (9,8 ml) za stalého michani
a chlazeni studenou vodou. Do reak¢ni smési byla nasledné ptikapavana 4M kyselina
chlorovodikova v dioxanu (2,2 ml) za vzniku mlé¢ného zakalu. Po 2 hodinach byla
provedena kontrolni TLC. Reak¢ni smés byla ponechana 1 hod ustat pti pokojové teplote,
poté zahuSténo na RVO. Produkt byl izolovan filtraci a promyt vychlazenym dioxanem
(2 x 3 ml) a diethyletherem (2 x 3 ml). TLC mobilni faze: chloroform:methanol:25%
roztok amoniaku (9:1:0,05).
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3.2.1.3.4 P¥iprava 2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)butyl 5-((S)-1,2-dithiolan-3-yl)pentanoatu (konjugatu 11)

Reakéni schéma:

e}
HO W“\“ s

NH
HO o .
N X N\ \H/\/\\\v‘ s DCM, DMAP NH
‘ > ’ DCC, 1t |
= o) N
” 1D
P

11

Postup:

V barice o objemu 50 ml byl rozpustén 6-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin
(0,439 g; 1,4 x 10 mol) v 14 ml DCM. Postupné byly piiddvany dalsi navdzené suroviny:
S-LA (0,296 g; 1,4 x 10" mol), DCC (0,296 g; 1,4 x 10° mol) a DMAP (0,0176 g; 0,14
x 107 mol)

Postup piipravy latky 11 je analogicky k postupy ptipravy latky 9. TLC mobilni faze:
chloroform:methanol (19:1).
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3.2.1.3.5 Piiprava 4-((9H-purin-6-yl)amino)-2-methylbutyl 5-((S)-1,2-dithiolan-3-
yl)pentanoatu (konjugatu 12)

Reakéni schéma:

dioxan
HCl v dioxanu

0°,2h

N N N P
P8, P8
12

Postup:

Latka 11 (0,381 g; 0,8 x 10 mol) byla rozpusténa v dioxanu (15,3 ml) za stalého
michéni a chlazeni studenou vodou. Do reakéni smési byla nasledné ptikapavana 4M
kyselina chlorovodikova v dioxanu (3,4 ml).

Postup ptipravy latky 12 analogicky k postupy pfipravy latky 10. TLC mobilni faze:
chloroform:methanol:25 %roztok amoniaku (9:1:0,05).

3.2.2 Analytické metody

Cistota ziskanych produkti byla ovéfena tenkovrstvou chromatografii na hlinikovych
deskach pokrytych silikagelem 60 WF2ss firmy Merck v piislusné mobilni fazi.
Chromatogram byl vizualizovan pomoci UV lampy (Camag) o vinové délce 254 nebo
366 nm-

Bod tani byl zméten bodotavkém Biichi Melting Point B-540, do kterého byly zasunuty
kapilary se zkoumanym vzorkem.

Me¢teni chromatografické cistoty a hmotnostniho spektra latek bylo provedeno
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii ve spojeni s hmotnostni spektrometrii

S vyuZitim pozitivni ionizace elektrosprejem.
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'H a'®C NMR spektra byla zméfena na piistroji JEOL 500 ECA pii frekvenci 500 a 126
MHz. Vzorky byly pfipraveny rozpusténim piipravenych sloucenin v deuterovaném

DMSO (DMSO-ds).
3.2.3 Méreni antioxida¢ni aktivity (ORAC)

Pro tento experiment byly pouzity vzorky latek 1-8, tZ, pT a R-LA o koncentraci 100 mM
(rozpu$téno v DMSO). Do prvni fady mikrotitra¢ni desky bylo pfidano 25 ul 75 mM PBS
(blank). Néasledné bylo do prvniho a posledniho sloupce piidano 25 ul standardniho
roztoku Troloxu. Zasobni roztok Troloxu o koncentraci 500 uM byl ziedén PBS
na prislusné koncentrace podle uvedené Tabulky 1 do celkového objemu 1 ml. Poté byly
naneseny vzorky vzdy ve tfech opakovénich pro kazdé fedéni. Vybrané fedéni pro kazdou
latku je uvedeno v Tabulce 2. Pomoci vicekanalové pipety bylo na celou desku naneseno
150 pl roztoku fluorescencni proby 250 nM fluoresceinu. Nasledné byl pfipraven 250
mM roztok AAPH, kdy bylo 210 mg AAPH rozpusténo v 3 ml PBS. Roztok byl
inkubovan 30 minut pifi 37 °C. Do kazdé jamky bylo po inkubaci pieneseno 25 ul AAPH
a na multifunkénim readru byla méfena intenzita fluorescence Vv zavisloti na Case pii
excita¢ni A 480 nm a A emise 520 nm. M¢&feni probihalo po dobu 60 minut v 30 cyklech

a 37 °C. Vysledky méfeni byly zpracovany v Microsoft Excelu.

Tabulka 1 Ptiprava kalibra¢ni fady Troloxu

Koncentrace Objem zasobniho Objem PBS [pl]
Troloxu [uM] roztoku Troloxu
1]
1. 100 200 800
2. 50 100 900
3. 25 50 950
4. 12,5 25 975
5. 5 10 990
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Tabulka 2 Zptisob fedéni jednotlivych latek pro metodu ORAC.

Latka Redéni
1 300
2 50
3 300
4 300
5 100
6 300
7 50
8 30
trans-zeatin 300
para-topolin 30000
kyselina lipoova 1000

3.2.4 Kultivace fibroblastu

Buiky byly péstovany v plastovych Petriho miskach od firmy TPP, jejichZ povrchova
uprava umoziuje ptichyceni adherentnich bunék. Pro vyzivu bun¢k bylo pouzito médium
DMEM, které obsahuje smés soli, vitaminl, aminokyselin a pufr, ktery zabrafiuje
okyseleni média vlivem bunécného metabolismu. Hlavnim zdrojem uhliku je glukéza
(4,5 g.I'Y). Médium bylo doplnéno tak, aby obsahovalo 10 % fetalniho bovinniho séra, 2
mmol glutaminu, 100 jednotek na ml penicilinu a 100 pg.ml? streptomycinu. Vhodné
podminky pro péstovani bun¢k byly zajistény kultivaci v inkubatoru, kde byla udrzovana
absolutni vlhkost vzduchu, aby nedochéazelo k odpafovani kultiva¢niho média. Déle byla
zajiSténa konstantni teplota 37,5 °C a obsah CO2 v atmosféfe (5,5 %). Bunky byla
pasazovany 1-2x tydné. S bunécnymi liniemi bylo manipulovano v lamindrnim boxu.

Roztoky a média aplikované na bunky byly temperovany na 37°C.

3.2.5 Vyseti bunék do mikrotitracnich desek a pridani testovanych latek a

stresoru

Z Petriho misky bylo odsato médium a bunky byly promyty 1x PBS (1,5 ml). Po odsati
1x PBS byl pridan 1x tripsyn-EDTA (1 ml) a ponechano inkubovat pti 37 °C do uvolnéni
bun¢k z povrchu Petriho misky. Kultura byla natedéna 5 ml média pro testovani.
Uvolnéné buiky byly resuspendovany, pieneseny do 15 ml zkumavky a centrifugovany
pii 180 g (1000 rpm) po dobu 5 minut za laboratorni teploty. Poté bylo médium

S trypsinem odsato a pelet bun¢k resuspendovan v 5 ml média pro testovani. Nasledné

37



bylo odebrano 10 pl bunécné suspenze a pieneseno do Biirkerovy komirky, kde byl
spocitan pocet bun¢k ve dvou velkych ¢Etvercich. Primér téchto dvou hodnot byl
vynasoben 10 000 x, ¢imz byl zjistén pocet na 1 ml a vynasoben objemem média ve
zkumavce. Bunééna suspenze byla nasledné ziedéna médiem pro testovani na ptislu$nou
koncentraci pro nasadu do mikrotitraéni desky. Nasledujici den byly ptfidany natfedéné
testované latky v médiu pro testovani. Jako kontrola bylo pouzito DMSO. Obsah DMSO
nepkiekrocil 0,1 %. U testt protekce proti stresordm (L-buthionin-S,R-sulfoximin - BSO,
citronan amonno-zelezity) byl dale po 8 hodinach piidan 3 x koncentrovany stresor
V testovacim médiu.

Testy toxicity byly provadény priibézn¢, béhem syntézy latek, v 96 jamkovych deskach.
Bylo nasazeno 5000 bun¢k na jamku v 80 ul média a nasledné byl pfidan 5 x
koncentrovany roztok testovanych latek ve 20 pl (maximalni testovana koncentrace 100
uM). Byla pouzita dvojnasobna tedici fada. Médiem pro testovani bylo kultivacni
médium, které je popsano vyse. Konecné srovnani schopnosti latek chranit GM04078
proti stresu (BSO - 300 a 600 uM, citronan amonno-zelezity - 10 mM) bylo provedeno
v 384 jamkovych deskéach. V kazdé jamce byla nasada 1500 bunék v 30 pl média,
nasledné byly pfidany 3 x koncentrované roztoky testovanych latek v 15 pl (testované
koncentrace latek 10 a 50 uM Vv heptaplikatu). V médiu pro testovani protekce proti

stresortim byla gluk6za nahrazena za galaktézu.
3.2.5.1 Resazurinovy test

Resazurin  (7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one 10-oxide) je tmavé modré, slabé
fluoreskujici barvivo. V mitochondriich zivych bunék je redukovan na cerveny silné
fluorescentni resofurin. Pouzivd se k hodnoceni metabolického stavu a viability
eukaryotickych bungk.

Po 3 dennim pisobeni latek, ptipadné kombinace testovanych latek a stresoru, byl do
jamek mikrotitraéni desky pfidan roztok resazurinu v testovacim médiu do konecné
koncentrace 0,0125 mg.ml™. V 96 jamkovych deskach byl pouzivan 11 x koncentrovany
roztok, zatimco v 384 jamkovych deskach byl roztok 4 x koncentrovany.

Fluorescence (A excitace 544 nm, A emise 590 nm) byla méfena po 1 hodinové (ARPE-
19), ptipadné 3 hodinové inkubaci (HaCaT a BJ, GM04078). Pro testované latky byl vzdy
proveden pilotni experiment s cilem vyloucit, Ze latky samotné vykazuji fluorescenci, a

ze redukuji resazurin v médiu bez ptitomnosti bunék.
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3.2.5.2 Sledovani koncentrace redukovaného glutathionu

Monobromobiman je nefluorescentni latka alkylujici redukovany glutathion. Vysledné
adukty jsou fluorescentni. Po 24 hodinovém puisobeni kombinace latek a stresoru BSO
(10 a 100 uM) bylo z jamek mikrotitra¢ni desky odsato kultiva¢ni médium a nahrazeno
médiem DMEM s galaktozou (90 pl). To bylo nasledné také odsato a byl ptidan 40 uM
roztok monobromobimanu ve stejném médiu. Po 45 minutové inkubaci byla mikrotitra¢ni
deska vyfocena na piistroji Yokogawa Voyager s objektivem 4x (A excitace 450 nm, A
emise 480 nm). Test byl provadén v deskach pro mikroskopii Cell Carrier Ultra (Perkin
Elmer). Nalezeni bunék a vyhodnoceni intenzity signalu na plochu bylo provedeno

pomoci skriptu v jazyce Python vyuZivajiciho knihovny sci-kit image.
3.2.5.3 Zpracovani dat

Vyhodnoceni protektivniho vlivu jednotlivych latek proti pasobeni toxinu bylo
provedeno pomoci jednostrannych t-testa (latka proti kontrole). Korekce na nasobné
testovani byla provedena Dunnetovou metodou implementovanou v knihovne multcomp
jazyka R. Rozdily byly povazovany za statisticky vyznamné, pokud korigovana p-

hodnota byla nizsi nez 0,05. Grafy byly vytvotfeny v jazyce R (knihovna ggplot2).
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V experimentalni ¢asti prace bylo cilem piipravit konjugaty kyseliny lipoové s vybranymi
cytokininy a otestovat jejich (cyto)protektivni aktivitu. Kyselina lipoova i cytokininy
vykazuji cytoprotektivni vlastnosti v Sirokém spektru modeld. Proto predpokladame, ze
spojenim téchto vybranych latek budou proléciva, ktera kombinuji farmakologickou
aktivitu obou slozek. Navic budou mit vyhodnéjsi farmakokinetické vlastnosti, napiiklad
schopnost penetrovat kiizi.

Pro ptipravu R(+) i S(-) konjugatii LA byla vyuzita vicestupiiova syntéza (schéma 1-4).
V prvnim kroku (Schéma 1) byl pfipraven vychozi produkt 6-chlor-9-(tetrahydro-2H-
pyran-2-yl)-9H-purin reakci 6-chlor-9H-purinu s 3,4-dihydro-2H-pyranem v ethylacetatu
za katalyzy kyseliny trifluoroctové (TFA) pti laboratorni teploté. Tato reakce zajistuje
protekci polohy N° proti nezadouci substituci v esterifikaénim kroku.

Schéma 1:
Cl
0]
N
N X ethylacetat
YO ﬁ\>
rt
= N
N H

V druhém stupni (Schéma 2) syntézy reaguje 6-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-
purin s aminem, ktery vytvoii postranni fetézec cytokininu. Reakce probihala
Vv pfitomnosti ethylacetatu a n-propanolu pii teplot¢ 100 °C. Tento postup piipravy 6-
benzylamino-9-tetrahydropyran-2-yl-purinovych derivati byl popsan Sziicovou et al.
(2009).
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Schéma 2:
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Latky 1, 3, 5, 7, 9 a 11 byly pfipraveny v tietim kroku (Schéma 3) syntézy, kdy probiha
samotna esterifikace. R/S-LA reaguje s pfipravenymi cytokininy, které jsou na N° dusiku
chranény THP skupinou V pfitomnosti DCC v DCM a katalytického mnozstvi DMAP pii
laboratorni teploté. Vytézek latek 1 a 3 byl 51 %, latky 5 67 %, latky 7 73 %, latky 9 58
% a u latky 11 63%. Cistota latek byla v rozmezi 80,6 az 99 + % (Tabulka 4).

V tomto kroku byly pouzity dvé metody konjugace. 1. metoda DCC konjugace, byla
zatazena do syntézy. Pii pouziti 2. metody konjugace bylo DCC nahrazeno EDC. Tato
zména reak¢niho ¢inidla v8ak neposkytla Zadny benefit, navic snizila vytéznost €istého

produktu.
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Cilem posledniho kroku syntézy bylo vyvinout selektivni metodu deprotekce THP
skupiny, pfi niz by byly minimalizovany nezadouci vedlej$i reakce, pfedevsim hydrolyza
labilni esterové vazby v cilovych molekulach konjugati. Proto byly u tohoto kroku
optimalizovany reak¢éni podminky (Tabulka 3). Pro ziskani latek bez THP skupiny byla
nejdiive provedena reakce v pfitomnosti 1M kyseliny chlorovodikové a methanolu
v poméru 1:4 za pokojové teploty. Ta ale neposkytla ocekavany vysledek. Dale byla
vyzkouSena hydrolyza v prosttedi TFA a dichlormethanu pfi ochlazeni na 0 °C. Tato
reakce neposkytla ocekavany produkt ani pfi zvySeni reakéni teploty na 25 °C. Proto byl
V nasledujicim pokusu dichlormethan nahrazen methanolem, ale stale bez uchopitelného
vysledku. Pro odstranéni THP skupiny byla nasledné pouzita 10% kyselina octova.
Reakce neprobihala pii pokojové teploté, ani pii zahfati na 60 °C. PoZzadovany vysledek

poskytla az reakce za pouziti kyseliny chlorovodikové a dioxanu pii ochlazeni na 0 °C.

Produkt byl detekovan, avSak vytéZek byl velmi nizky. Nejoptimalnéjsiho vytézku 61 az
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86 % bylo dosazeno pii reakci s 4M kyselinou chlorovodikovou v dioxanu za stalého

chlazeni na 0 °C.

Latky 2, 4, 6, 8, 10 a 12 byly piipraveny v poslednim kroku (Schéma 4) syntézy

odstranénim chrénici THP skupina v kyselém prostfedi. Reakce probihala za postupného

ptikapavani 4M kyseliny chlorovodikové v dioxanu po dobu 2 hodin a teploté 0 °C. Latky

2, 4, 6 a 8 byly nasledné pievedeny z hydrochloridové formy na volnou bazi. Tento krok

zna¢né ovlivnil vytéznost reakce. Latky 10 a 12 byly ponechany ve formé hydrochloridu.
Vytézek latek 2 byl 17 %, latky 4 94 %, latky 6 13 %, latky 8 24 %, latky 10 56 % a latky
12 86 %. Cistota latek byla v rozmezi 92,3 az 99 + % (Tabulka 4).

Schéma 4:

4M HCl/dioxan
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Tabulka 3: Shrnuti optimalizace reakénich podminek metody hydrolyzy (schéma 4).

Reak¢ni ¢inidlo Reakéni teplota Vysledek Vytézek [%]
[°C]
1M HCI/ methanol 25 Netspésné -
(1:4)
TFA/ CH2Cl2 0 Netspésné -
TFA/ CH2Cl2 25 Netspésné -
TFA/ methanol 25 Netispésné -
10% CHsCOOH 25 Neuspésné -
10% CHsCOOH 60 Neuspésné -
HCI konc./ dioxan 0 Detekovan produkt Nizky vytézek
4M HCI/ dioxan 0 Detekovan produkt 61-86 %

Ctytkrokovou syntézou tak bylo pfipraveno 12 konjugatu R/S-LA s vybranymi
cytokininy — pT, tZ a DHZ, znichz 6 bylo ponechano ve formé prekurzoru s THP
skupinou (Obr.11). Jejich vytezek, istota a vzhled je shrnut v Tabulce 4. Cistota
ziskanych produkti byla nejdiive ovéfena TLC. Produkty byly poté pteciStény kolonovou
chromatografii (CC). Identita a chromatograficka ¢istota latek byla uréena HPLC-MS,
dale byla zméiena 'H a 3C NMR spektra pro uréeni struktury novych derivétt. U pevnych
latek byl urcen bod tani.
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Tabulka 4: Shrnuti vytéznosti reakci a Cistot pfipravenych 12 novych konjugati LA.

Konjugat Vytézek [%] Cistota HPLC-MS [%] Vzhled

1 51 97,6 Pevna, nazloutla
latka

2 17 99+ Pevna, nazloutla
latka

3 51 99+ Pevna, nazloutla
latka

4 94 97 Pevna, nazloutla
latka

5 67 97,6 Olejovita, zluta
latka

6 13 97 Olejovita, zluta
latka

7 73 96 Olejovita, zluta
latka

8 24 97 Olejovita, zluta
latka

9 58 80,6 Olejovita, zluta
latka

10 56 92,3 Pevna zluta latla

11 63 97,8 Olejovita, zluta
latka

12 86 93 Pevna zluta latla
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Obr.11 Piehled 12 ptipravenych novych derivati kyseliny lipoové.



4.1 Analyza pripravenych latek
4.1.1 6-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin

Sumarni vzorec: C10H11CIN4O
Molarni hmotnost: 238,68
Vytézek: 57 %

HPLC-MS (ESI): 98 %

4.1.2  4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenol
(9-THP-pT)

Sumarni vzorec: C17H19Ns0;
Molarni hmotnost: 325,37 g mol*
Bod tani: 186,6 — 187,1 °C
Vytezek: 67 %

HPLC-MS (ESI+): 94 %

4.1.3 (E)-2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)but-2-en-1-ol (9-THP-tZ)

Sumarni vzorec: C1sH21Ns02

Molarni hmotnost: 303,37 g mol*

Vytézek: 83 %

Bod tani: 111,8 —112,6 °C

HPLC-MS (ESI+): 97,1 %

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 1.58 (tt, 2H, Ja = 12.1 Hz, Jo = 4.0 Hz), 1.67 (s, 3H),
1.98-1.91 (m, 2H), 2.30-2.23 (m, 1H), 3.67 (m, 1H), 3.78 (d, J = 5.5 Hz, 2H), 4.11-3.99
(m, 3H), 4.75 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 5.52 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 5.63 (dd, J = 11.0, 1.8 Hz, 1H),
7.91 (bs, 1H), 8.23 (s, 1H), 8.34 (s, 1H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 13.56, 22.80, 25.69, 31.38, 37.84, 66.20, 68.19, 80.97,
119.56, 121.25, 137.50, 139.00, 152.76, 155.03
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4.1.4 2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)butan-1-ol (9-THP-DHZ)

Sumarni vzorec: C1sH23Ns0-
Molarni hmotnost: 305,37 g mol*
Vytezek: 95 %

HPLC-MS (ESI*): 98 %

4.15 Latka 1 (R-LA-THP-pT)

Sumarni vzorec: C25Hz1Ns03S>

Molarni hmotnost: 513,69 g mol*

Vytezek: 51 %

HPLC-MS (ESI+): 97,6 %

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 1.48-1.40 (m, 2H), 1.73-1.54 (m, 8H), 1.97-1.84 (m,
3H), 2.36-2.23 (m, 1H), 2.41 (td, J = 12.5, 6.2 Hz, 1H), 2.63-2.54 (m, 1H), 3.13-3.08 (m,
1H), 3.21-3.16 (m, 1H), 3.69-3.60 (m, 2H), 3.99 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 4.68 (s, 2H), 5.62
(dd, J = 11.0, 1.8 Hz, 1H), 7.02 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.35 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.21 (s, 1H),
8.36 (s, 1H), 8.41 (bs, 1H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 23.04, 24.63, 28.51,30.31, 33.61, 34.82, 38.47, 56.63,
67.86, 81.72, 121.69, 128.87, 139.73, 148.85, 149.59, 153.13, 172.49

4.1.6 Latka 2 (R-LA-pT)

Sumarni vzorec: C20H23Ns02

Molarni hmotnost: 429, 56 g mol*

Vytezek: 17 %

HPLC-MS (ESI+): 99+ %

IH-NMR (500 MHz, DMSO-de) 6 1.47-1.41 (m, 2H), 1.64 (m, 4H), 1.87 (td, J = 13.1, 6.5
Hz, 1H), 2.44-2.38 (m, 1H), 2.56 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 3.15 (M, 2H), 3.63 (m, 1H), 4.69 (s,
2H), 7.03 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.37 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 8.12 (bs, 1H), 8.18 (bs, 1H)
13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 24.63, 28.57, 33.79, 34.55, 38.65, 56.44, 122.07,
128.76, 149.59, 152.71, 172.05
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4.1.7 Latka 3 (S-LA-THP-pT)

Sumarni vzorec: C2sH31NsO3S;

Molarni hmotnost: 513,69 g mol™*

Vytézek: 51 %

HPLC-MS (ESI+): 99+ %

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.43 (q, ] = 7.8 Hz, 2H), 1.62 (m, 8H), 1.89 (m, 3H),
2.18-2.35 (1H), 2.39 (id, J = 12.5, 6.3 Hz, 1H), 2.54 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.09 (m, 1H),
3.17 (m, 1H), 3.63 (m, 2H), 3.98 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 4.67 (s, 2H), 5.61 (d, J = 10.7 Hz,
1H), 7.00 (d, J = 13.8 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 8.20 (s, 1H), 8.35 (s, 1H), 8.41
(bs, 1H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 23.10, 24.55, 24.99, 28.56, 30.40, 33.60, 34.29, 38.37,
56.45, 67.97, 81.37, 121.72, 128.37, 138.19, 139.65, 148.85, 149.66, 153.11, 154.92,
172.90

4.1.8 Latka 4 (S-LA-pT)

Sumarni vzorec: C20H23Ns02

Molarni hmotnost: 429, 56 g mol*

Vytézek: 94 %

HPLC-MS (ESI+): 97 %

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5 1.44 (m, 2H), 1.64 (m, 4H), 1.88 (td, J = 13.1, 6.7 Hz,
1H), 2.41 (td, J = 12.5, 6.3 Hz, 1H), 2.57 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 3.16-3.09 (m, 1H), 3.62 (m,
1H), 4.75 (s, 2H), 7.06 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.40 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 8.20 (bs, 1H), 8.27
(bs, 1H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 24.62, 28.46, 33.65, 34.62, 38.51, 56.66, 122.12,
128.75, 149.99, 172.33, 181.11

4.1.9 Latka 5 (R-LA-THP-tZ)

Sumarni vzorec: C23Hz3sNsO3S2

Molarni hmotnost: 491,68 g mol*

Vytézek: 67 %

HPLC-MS (ESI™): 97,6 %

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 1.17-1.43 (m, 2H), 1.48-1.64 (m, 6H), 1.71 (s, 3H),

1.81-1.99 (m, 3H), 2.42-2.23 (M, 6H), 3.20-3.07 (m, 4H), 3.45 (m, 1H), 3.54 (s, 1H),
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4.01-3.91 (m, 2H), 4.12 (s, 2H), 4.43 (s, 2H), 5.63-5.56 (m, 2H), 7.95 (s, 1H), 8.22 (s,
1H), 8.33 (s, 1H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 14.47, 23.04, 24.77, 25.08, 28.61, 28.81, 30.58, 33.82,
34.40, 34.52, 38.61, 56.53, 68.20, 68.80, 81.34, 126.08, 132.18, 139.20, 152.92, 173.06

4.1.10 Latka 6 (R-LA-t2)

Sumarni vzorec: C1g8H25N502S>

Molarni hmotnost: 407,56 g mol™*

Vytezek: 13 %

HPLC-MS (ESI*): 97 %

IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 1.35 (m, 4H), 1.53 (m, 2H), 1.64 (m, 3H), 1.71 (s, 3H),
1.89 (s, 1H), 2.31 (q, = 7.4 Hz, 3H), 2.39 (td, J = 12.5, 6.2 Hz, 1H), 3.20-3.07 (m, 1H),
3.63-3.54 (m, 1H), 4.12 (s, 1H), 4.43 (s, 2H), 5.60 (dd, J = 10.6, 2.6 Hz, 1H), 7.78 (s, 1H),
8.10 (s, 1H), 8.19 (s, 1H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 14.56, 24.74, 28.62, 33.79, 34.53, 38.62, 56.32, 68.31,
123.08, 134.75, 147.40, 151.44, 172.82, 173.03

4.1.11 Latka 7 (S-LA-THP-t2)

Sumarni vzorec: C23H33N503S2

Molarni hmotnost: 491,68 g mol*

Vytézek: 73 %

HPLC-MS (ESI*): 96 %

'H-NMR (500 MHz, DMSO-de) & 1.34 (m, 2H), 1.49 (m, 6H), 1.71 (s, 3H), 1.97-1.79 (m,
4H), 2.29 (m, 6H), 3.09 (m, 1H), 3.16 (m, 1H), 3.57 (m, 1H), 3.67 (m, 1H), 3.99 (m, 1H),
4.12 (bs, 2H), 4.43 (s, 2H), 5.63-5.58 (m, 3H), 7.99 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 8.34 (s, 1H)
13C-NMR (126 MHz, DMSO-dg) & 14.47,23.03, 24.76, 25.07, 28.69, 30.57, 33.82, 34.52,
38.61, 56.53, 68.20, 68.69, 81.41, 126.09, 132.24, 139.27, 145.41, 152.90, 172.85

4.1.12 Létka 8 (S-LA-t2)

Sumarni vzorec: C1g8H25N502S>
Molarni hmotnost: 407,56 g mol™*
Vytézek: 24 %

HPLC-MS (ESI*): 97 %
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IH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 1.37 (m, 2H), 1.54 (m, 6H), 1.71 (s, 3H), 1.75 (s, 2H),
1.86 (M, 3H), 2.37 (M, 4H), 3.20-3.12 (m, 2H), 3.62 (s, 1H), 4.26 (m, 3H), 4.42 (s, 1H),
4.48 (s, 2H), 5.62 (d, J = 7.9 Hz, 2H), 8.65-8.54 (m, 3H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) § 14.36, 24.23, 28.63, 33.63, 34.47, 38.51, 57.16, 68.16,
134.60, 147.53, 172.86

4.1.13 Latka 9 (R-LA-THP-DHZ)

Sumarni vzorec: C23Hz3sNs03S>

Molarni hmotnost: 493,68 g mol™*

TLC mobilni faze: chloroform:methanol (19:1)

Vytézek: 58 %

HPLC-MS (ESI*): 80,6 %

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.17-1.28 (m, 2H), 1.30-1.45 (m, 3H), 1.48-1.59 (m,
6H), 1.59-1.78 (m, 4H), 1.81-1.99 (m, 3H), 2.42-2.23 (m, 6H), 3.13 (m, 3H), 3.58 (m,
1H), 3.67 (m, 1H), 3.90 (m, 2H), 4.00 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 5.62 (d, J = 11.3 Hz, 1H),
7.85 (s, 1H), 8.24-8.22 (m, 1H), 8.33 (s, 1H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 17.19, 23.04, 24.77, 24.91, 25.07, 25.19, 25.96, 28.64,
28.81, 30.42, 30.57, 30.89, 32.25, 33.90, 34.53, 34.65, 38.60, 52.80, 56.55, 67.68, 68.55,
139.03, 173.75

4.1.14 Latka 10 (R-LA-DHZ)

Sumarni vzorec: C18H27N502S2 x HCI

Molarni hmotnost: 445,62 g mol*

Vytézek: 56 %

Bod tani: 151,5 - 153,9 °C

HPLC-MS (ESI%):92,3 %

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) § 1.35 (m, 2H), 1.51 (m, 7H), 1.63 (m, 1H), 1.75 (m,
2H), 1.89 (m, 3H), 2.31-2.28 (m, 3H), 2.39 (m, 1H), 3.13 (m, 2H), 3.37-3.27 (m, 1H),
3.66 (m, 4H), 3.93 (d, J = 5.8 Hz, 3H), 8.58 (s, 1H), 8.64 (s, 1H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-dg) § 17.01, 24.76, 28.64, 30.10, 32.55, 33.80, 34.32, 35.11,
38.68, 56.36, 67.04, 68.67, 143.50, 147.25, 173.66
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4.1.15 Latka 11 (S-LA-THP-DHZ)

Sumarni vzorec: C23H33Ns503S2

Molarni hmotnost: 493,68 g mol™*

Vytézek: 63 %

HPLC-MS (ESI*): 97,8 %

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.23 (s, 2H), 1.65 (s, 4H), 1.87-1.69 (m, 3H), 1.94 (m,
2H), 2.28 (m, 3H), 2.40-2.34 (m, 1H), 3.12-3.06 (m, 1H), 3.19-3.14 (m, 1H), 3.57 (m,
2H), 3.67 (m, 1H), 3.90 (m, 2H), 4.00 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 5.62 (d, J = 12.5 Hz, 1H), 7.84
(s, 1H), 8.21 (s, 1H), 8.33 (s, 1H)

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 17.19, 23.04, 24.77, 25.07, 28.64, 30.42, 30.57, 33.08,
33.90, 34.53, 37.97, 38.36, 38.60, 56.98, 67.84, 68.64, 81.32, 138.81, 173.46

4.1.16 Latka 12 (S-LA-DHZ)

Sumarni vzorec: C18H27Ns02S2 x HCI

Molarni hmotnost: 445,62 g mol*

Vytezek: 86 %

Bod tani: 145,1 — 147,6 °C

HPLC-MS (ESI*):93 %

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 1.34 (m, 2H), 1.49 (m, 6H), 1.69 (m, 2H), 1.87 (m,
3H), 2.28 (m, 2H), 2.38 (m, 1H), 3.11 (m, 2H), 3.27 (m, 1H), 8.55 (s, 1H), 8.61 (s, 1H);
¢ast spektra v oblasti § 3,3 — 4,2 ppm nelze vyhodnotit

13C-NMR (126 MHz, DMSO-ds) & 16.98, 24.75, 28.62, 30.34, 32.27, 33.88, 34.49, 38.59,
56.58, 66.85, 68.65, 143.68, 146.60, 147.49, 173.29
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4.2 Stanoveni celkové antioxidaéni kapacity (ORAC)

Metodou ORAC bylo zméteno 11 vybranych vzorkl. Tato metoda vyuziva schopnost
antioxidanti neutralizovat ROS, konkrétné peroxylové radikaly generované roztokem
AAPH pfti 37 °C. Pti hodnoceni antioxidacni kapacity je sledovana intenzita fluorescence
Vv zavislosti na ¢ase. Jako standard pro hodnoceni je pouzita kalibra¢ni fada Troloxu.
Vysledky méfeni vyjadieny jako ekvivalenty mmol Troloxu (TE) na mmol vzorku jsou
zalozeny na plose pod kiivkou fluorescencniho rozpadu v case (AUC) a na Cisté ploSe
(NAUC) vypocitané v ptibliznych hodnotach podle rovnic I a IT (Bicas et al., 2011):
() Avc=1+3iL
ve které je fo hodnota pocateéni fluorescence v ¢ase t = 0 a fj je hodnota fluorescence

V Case t =1 (min).
(“) NAUC = AUCyz0rku — AUChiank

Hodnota NAUC Troloxu pak byly vyneseny proti latkovému mnozstvi (n) v objemu
jamky. Z rovnice kalibra¢ni pfimky (Graf 1) bylo nasledné vypocitano n vzorkt. Pro
vypocet TE latky byla vypocitand hodnota TE Vv jamce pro kazdou latku vydélena
hodnotou n latky v jamce. Vysledné hodnoty antioxidacni kapacity vybranych latek jsou
uvedeny v Tabulce 5. Nizké hodnoty antioxidaéni kapacity mély vSechny piipravené
konjugaty tZ i R-LA. Uvedené hodnoty TE ani u jedné z latek nedosahovaly hodnoty 1.
To znamena, ze témé&f nevychytavaji peroxylovy radikal. Nizka antioxida¢ni kapacita R-
LA se shoduje s vysledky studie Tomera et al. (2007). Nejvyssich hodnotu antioxida¢ni
kapacity m¢l pT, ktery byl 6 x aktivnéjsi neZ Trolox. Pfi porovnani hodnot TE cytokininti
jsou hodnoty pT mnohonasobné vyssi nez u tZ. Tento vysledek se shoduje se studii
Brizzolari et al. (2016), kde byla hodnocena antioxida¢ni kapacita vybranych pfirodnich
cytokinonil. Pozorované rozdily pravdépodobné zavisi na chemické struktute skupiny
ptitomné v N® poloze adeninu. Zvysena aktivitau pT je tak odfivodnéna piitomnosti volné
-OH skupiny. Konjugaty s pT jsou neaktivni, protoze fenolicky hydroxyl je v nich

esterifikovan.
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Graf 1 Kalibra¢ni kiivka Troloxu. Vyjadiuje zavislost prumérné hodnoty &isté plochy pod

kiivkou na latkovém mnozstvi Troloxu.

Kalibrac¢ni kiivka Troloxu
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Tabulka 5
Latka TE + SO
R-LA-THP-pT (1) 0,0642 + 0,0129
R-LA-pT (2) 0,0114 +0,0015
S-LA-THP-pT (3) 0,0631 = 0,0033
S-LA-pT (4) 0,0837 + 0,0057
R-LA-THP-tZ (5) 0,0307 &+ 0,0089
R-LA-tZ (6) 0,0736 +£0,0141
S-LA-THP-tZ (7) 0,0276 + 0,0004
S-LA-tZ (8) 0,0125 £ 0,0001
trans-zeatin 0,0682 + 0,0029
para-topolin 6,2953 + 0,3757
kyselina lipoova 0,4242 £ 0,0135
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4.3 Hodnoceni toxicity pripravenych latek

Toxicita po 3 dennim pusobeni latek 1 az 12 byla testovana na liniich ARPE-19, HaCaT,
BJ a GM0478 v médiu obsahujicim glukézu pomoci resazurinového testu. Primérné
hodnoty signalu jamek ovlivnénych latkami, a to i v nejvyssi testované koncentraci (100
uM), piesahovaly 95 % praméru signalu jamek kontrolnich. Rozdil nebyl statisticky
signifikantni. Latky tedy nevykazuji vyznamny toxicky ucinek. Pied provedenim
experimentu byla vyloucena interference latek s detekci. Latky samotné nebyly

fluorescentni a neredukovaly resazurin.

4.4 Hodnoceni protekce proti toxickému piisobeni L-buthionin-S,R-

sulfoximinu

Schopnost pfipravenych latek v 10 a 50 uM koncentraci chranit fibroblasty GM04078 v
médiu s obsahem galaktozy proti pisobeni BSO v koncentraci 300 a 600 uM byla
hodnocena pomoci resazurinového testu po 3 denni expozici. Latky byly pfidany 24 hodin
pied piidanim stresoru. Vysledky testu ukazuji Obr. 12 a 13. V obou experimentech byla
pozorovana statisticky vyznamna ochrana (p <0.05) bunék v pfitomnosti v§ech konjugati
I R/S-LA. U cytokininll bez navazané LA nebyla pozorovana cytoprotektivni aktivita.
Protektivni aktivita latek byla hodnocena na linii GM04078, ktera vykazuje zvySenou
citlivost ke stresu diky mutaci genu pro frataxin. Tento protein je nezbytny pro
sestavovani Fe-S klastri. Dusledkem je abnormalni fungovani mitochondrii, které je
spojeno se snizenou produkci energie, zvySenym oxidativnim stresem (Carletti a
Piemonte, 2014) a hromadénim Zeleza v mitochondriich (Gakh et al., 2006). V
experimentech byla glukéza v médiu nahrazena galaktozou proto, aby buiky
produkovaly energii oxidativni fosforylaci misto glykolyzy. Buiiky jsou poté zavislé na

produkci energie mitochondriemi a je tak mozné posilit projevy jejich defekti.
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Obr. 12 Protekce proti pusobeni BSO (300 uM, 3 dny). Konjugaty byly testovany ve dvou

koncentracich 10 a 50 pM. + znamena piitomnost toxinu, - nepfitomnost.
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Obr. 13 Protekce proti pisobeni BSO (600 uM, 3 dny). Konjugaty byly testovany ve dvou

koncentracich 10 a 50 pM. + znamena pfitomnost toxinu, - nepfitomnost.

4.5 Hodnoceni protekce proti toxickému ptisobeni soli trojmocného

Zeleza

Schopnost ptipravenych latek v 10 a 50 uM koncentraci chranit fibroblasty GM04078 v
médiu s obsahem galakt6zy pii vystaveni citronanu amonno-zelezitému v koncentraci 10
mM byla hodnocena pomoci resazurinového testu po 3 denni expozici. Latky byly
pridany 24 hodin pted pfidanim stresoru. Vysledky pilotniho experimentu ukazuje Obr.
14. Primérné hodnoty signalu zvySovaly vSechny konjugaty, ale statisticky vyznamného
efektu bylo dosazeno jen u nékterych. Statisticky vyznamna protektivni aktivita (p<0.05)
byla pozorovana u R/S-LA (10 uM i 50 uM) a konjugati R-LA-tZ (10 uM),R-LA-DHZ
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(10 uM), R-LA-THP-DHZ (50 uM), R-LA-pT (50 uM),S-LA-tZ (50 uM),S-LA-THP-tZ
(10 uM), S-LA-DHZ (10 uM i 50 uM),S-LA-pT(50 uM), S-LA-THP-pT (10 uM i 50
uM). U cytokinini bez navazané LA nebyla pozorovana cytoprotektivni aktivita.
V pilotnim experimentu jen nékteré konjugaty chranily buiky linie GMO04078 proti
pusobeni trojmocného zeleza. Protektivni efekt né€kolika dalSich konjugati nedoséahl

statistické vyznamnosti.
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Obr. 14 Protekce proti piisobeni Fe** (10 mM citronan amonno-zelezity, 3 dny). Konjugaty byly

testovany ve dvou koncentracich 10 a 50 pM. + znamena ptitomnost toxinu, - nepfitomnost.

4.6 Hodnoceni vlivu na koncentraci redukovaného glutathionu po

expozici L-buthionin-S,R-sulfoximinu.

Schopnost ptipravenych latek pii 10 a 50 pM koncentraci chrénit fibroblasty GM04078
v médiu s obsahem galaktozy proti depleci redukovaného glutathionu indukovanané
pusobenim BSO v koncentraci 10 a 100 uM byla hodnocena po 24 hodinach. Latky byly
pfidany 24 hodin pfed pfidanim stresoru. Koncentrace glutathionu byla hodnocena
pomoci analyzy obrazu bun¢k obarvenych monobromobimanem (Obr. 15 a 16). Vysledky
ukazuji (Obr 17 a 18), Ze oSetieni bun¢k R/S-LA, cytokininy ani konjugaty nemélo zadny
protektivni  ucinek.  Kvantifikace konjugati  redukovaného  glutathionu s
monobromobimanem tak ukdzala, Ze protektivni efekt pravdépodobné neni spojen se

zvysenou hladinou glutathionu.
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Obr. 15 Ukazka souboru snimkd bunék v jamkach 384 jamkové desky u experimentu s 10 uM
BSO. Levy krajni sloupec — médium bez bun€k. Druhy sloupec zleva — buiiky bez stresoru, tfeti
sloupec zleva — bunky se stresorem. Do dalsich sloupcu byly pied expozici stresoru piidany
testované latky. Sudé fadky obsahovaly 10 uM a liché tadky 50 uM latky. Jamky L15 a K21 s
artefaktem byly z analyzy vytazeny.

0 500 1000 1500 2000 2500

Obr. 16 Ukazka identifikace oblasti odpovidajici buitkam pomoci software na analyzu obrazu.
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Obr. 17 Sledovani vlivu na depleci redukovaného glutathionu indukovanou BSO (10 pM, 24 h).
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Obr. 18 Sledovani vlivu na depleci redukovaného glutathionu indukovanou BSO (100 pM, 24 h).
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5 ZAVER

Teoreticka ¢ast prace popisuje vlastnosti kyseliny a-lipoové, zejména se zaméfenim na
cytoprotektivni aktivitu této latek a jejich derivati ve spojitosti s ochranou kuze.
Pozornost byla dale vénovéana rostlinnym hormonim cytokininlim a jejich potencidlu
v kosmetologii.

V experimentalni Casti je popsdna priprava 12 novych konjugati kyseliny oa-lipoové,
zahrnujici oba optické izomery R(+) 1 S(-), Saromatickymi a isoprenoidnimi
cytokininovymi bazemi. V poslednim stupni syntézy byla vyvinuta jemna a selektivni
metoda deprotekce THP skupiny se soufasnym zachovanim labilni esterové vazby
konjugat. Ptipravené latky byly analyzovany fyzikalné-chemickymi metodami pro
ovéieni jejich Cistoty a identity.

Metoda ORAC byla vyuzita pro hodnoceni antioxida¢ni kapacity konjugati R/S-LA s tZ
nebo pT 1 az 8. Ani jedna z téchto latek vSak nebyla aktivni. Spojeni dvou latek
s antioxida¢nimi vlastnostmi tak neposkytlo Zddnou vyhodu oproti matefskym
molekulam. Tato metoda hodnoti antioxidaéni aktivitu jen vici peroxylovému radikalu.
Pro urceni skutecné antioxidacni aktivity by tak bylo vhodné pouzit vice antioxidacnich
testll. DalSim krokem analyzy by mélo byt hodnoceni antioxida¢niho Gc¢inku latek pifimo
Vv bunikach.

Pripravené latky jsou netoxické pro nenadorové linie. Rovnéz chrani fibroblasty
odvozené z pacientt Friedreichovy ataxie proti BSO, ktery inhibuje syntézu glutathionu.
Ochranny efekt neni spojeny se zvySenim hladiny redukovaného glutathionu. U
nékterych latek byl pozorovan vliv na ochranu fibroblasti odvozenych z pacient
Friedreichovy ataxie pfi pusobeni trojmocného Zeleza. Latky jsou piipraveny pro dalsi
testovani cytoprotektivni aktivity v dalSich modelech, véetné testovani na 3D modelech

kuaze.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

9-THP-DHZ 2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-

yl)amino)butan-1-ol

9-THP-pT 4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenol

9-THP-tZ (E)-2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)but-2-en-1-ol

AAPH 2,2-azobis(izobutyrimidamid)-dihydrochlorid

AraC cytosin arabinosid

AQP3 quaporin 3

BAP benzylaminopurin

BSO L-buthionin-S,R-sulfoximin

CC kolonova chromatografie

CDK cyklin dependentni kinasy

CoQ10 koenzym Q10

DCC N,N'-dicyklohexylkarbodiimid

DCM dichlormethan

DCU N-N’-dicyklohexyl mo¢ovina

DHLA kyselina dihydrolipoova

DHLHZn dihydrolipoylhistidinat sodno-zine¢naty

DHZ dihydrozeatin

DMAP N,N-dimethylpyridin-4-amin

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DO L-DOPA oxidaza
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EDC
EDTA
EMC
ESI
FAC
GSH
HPLC
IC50

LCA
LCAME
MDA

MF

MMP-1
ORAC

PBS

PEG

pT

ROS

R,S- LA
R-LA
R-LA-DHZ
yl)pentanoatu
R-LA-pT
yl)pentanoatu
R-LA-tZ

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
kyselina ethylendiamintetraoctova
extracelularni matrix

ionizace elektrosprejem v kladném médu

citrat amonno-zelezity

glutathion

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

mnozstvi inhibitoru, které zpomali enzymatickou reakci, za danych

reak¢nich, podminek, na polovinu

N®-isopentenyladenin

NE-isopentenyladenosin

infracervené zafeni

Kinetin

3,4-dihydroxyfenylalanin

kyselina lipoova

kyselina 2-S-lipoylkavova

methylester kyseliny 2-S-lipoylkavové

malondialdehyd

mobilni faze

matrixova metalloproteindza 1

metoda hodnoceni kapacity pohlcovat kyslikové radikaly
fosfatovy pufr

polyethylenglykol

para-topolin

reaktivni kyslikové radikaly

racemicka smés enantiomertt R(+) a S(-) kyseliny a-lipoové
R(+) enantiomer kyseliny a-lipoové

4-((9H-purin-6-yl)amino)-2-methylbutyl 5-((R)-1,2-dithiolan-3-

4-(((9H-purin-6-yl)amino)methyl)fenyl (R)-5-(1,2-dithiolan-3-

(E)-4-((9H-purin-6-yl)amino)-2-methylbut-2-en-1-yl (R)-5-(1,2-
dithiolan-3-yl)pentanoatu
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R-LA-THP-DHZ

R-LA-THP-pT

R-LA-THP-tZ

RVO

Rt

S-LA
S-LA-DHZ

S-LA-pT

S-LA-tZ

S-LA-THP-DHZ

S-LA-THP-pT

S-LA-THP-tZ

SO
TE
TFA
TH
THP
TLC
Troxol
t-RNA
tZ

uv
uUvB

2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6
yl)amino)butyl 5-((R)-1,2-dithiolan-3-yl)pentanoatu
4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenyl 5-((R)-1,2-dithiolan-3-yl)pentanoat
(E)-2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)but-2-en-1-yl 5-((R)-1,2-dithiolan-3-yl)pentanoatu
rotacni vakuova odparka

laboratorni teplota

S(-) enantiomer kyseliny a-lipoové
4-((9H-purin-6-yl)amino)-2-methylbutyl 5-((S)-1,2-dithiolan-3-
yl)pentanoatu

4-(((9H-purin-6-yl)amino)methy)fenyl (S)-5-(1,2-dithiolan-3-
yl)pentanoatu
(E)-4-((9H-purin-6-yl)amino)-2-methylbut-2-en-1-yl (S)-5-(1,2-
dithiolan-3-yl)pentanoatu
2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6
yl)amino)butyl 5-((S)-1,2-dithiolan-3-yl)pentanoatu
4-(((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)methyl)fenyl 5-((S)-1,2-dithiolan-3-yl)pentanoat
(E)-2-methyl-4-((9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
yl)amino)but-2-en-1-yl 5-((S)-1,2-dithiolan-3-yl)pentanoatu
smérodatna odchylka

Trolox ekvivalent

kyselina trifluoroctova

tyrosin hydroxylaza

tetrahydropyran

chromatografie na tenké vrstvé
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
transferova ribonukleova kyselina

trans-zeatin

ultrafialové zareni

ultrafialové zareni odpovidajici vinové délce od 280 do 315 nm
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