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SEZNAM ZKRATEK

AMPK 5" AMP-aktivovana proteinkinaza

BMAL1 Brain Muscle Arnt (Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) Like 1
bd Siroky doublet

bs Siroky singlet

cAMP cyklicky adenosinmonofosfat

cGMP cyklicky guanosinmonofosfat

CKIl, CKII kasein kinaza 1, kasein kinaza 2

CLOCK Circadian Locomotor Output Cycles Kaput
cP cyklopentyl

CR cirkadianni rytmy

CRSD spankové poruchy; circadian rhytm sleep disorders
cry kryptochrom

d doublet

dd doublet doubletu

DAD detektor s diodovym polem

DAG 1,2-diacylglycerol

DBP albumin side D binding protein

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
DMSO dimethylsulfoxid

DMSO-ds deuterovany dimethylsulfoxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

DRD3 dopaminovy receptor 3

ekv. ekvivalent

ESI+-MS hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem, pozitivni mod
EtOAC ethyl-acetat

FAD flavinadenindinukleotid

FBS fetalni bovinni sérum

GABA kyselina y-aminomaselna

GSK3 glykogensyntazakinaza 3

HPLC vysokoué¢inna kapalinova chromatografie
IP3 inositol-1,4,5-trifosfat

J interakcni konstanta

LUC luciferaza

m multiplet

MT1, MT2, MT3 receptory melatoninu



NFIL3
NMDA
NMR
nProH
PACAP
PAS

PBS
PE

per
PKA
PPAR
PP1, PP5
ppm
PTSA
pur

py
RHT
ROR
REV-ERB
RVO
SAR

S

SCN
SIRT1
t

TEA
TFA
THP
TLC
TTFL
VPAC2

5-HT-

nuklearni faktor regulovany Interleukinem 3
N-metyl-D-aspartatovy receptor

nuklearni magnetické rezonance

n-propanol

peptid aktivujici hypofyzarni adenylatcyklazu
Per — period, Arnt — aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator protein,
Sim — single-minded protein

fosfatovy pufr

petrolether

period

proteinkinaza A

peroxisome proliferator-activated receptors
proteinova fosfataza 1

parts per million

p-toluensulfonova kyselina

purin

pyridin

retinohypotalamicky trakt

retinoic acid-related orphan receptors

nuclear receptor subfamily

rotacni vakuova odparka

structure-activity relationship — vztah struktury a aktivity
singlet

suprachiasmaticka jadra

silent information regulator 1

triplet

triethylamin

trifluoroctova kyselina
tetrahydro-2H-pyran-yl

tenkovrstevna chromatografie
transkripéné-translacni zpétnovazebna smycka
receptor PACAP polypeptidu

chemicky posun

5-hydroxytryptaminovy (serotoninovy) receptor 7



1  UVOD A CILE PRACE

Jakozto obyvatelé planety Zemé jsme neustale pod vlivem nejriznéjSich geofyzikalnich faktora
a udalosti, které ovliviiuji nastaveni naseho vnitiniho fidiciho systému. Jednim z téchto faktort je
rotace planety kolem své osy, diky niz dochazi ke stfidani cykld dne a noci.
Adaptaci na tento podnét je cirkadianni rytmus (CR), biorytmus s periodou o délce piiblizné
24 hodin, ktery predstavuje jeden z nejdulezitéjsich fidicich mechanismi lidského téla, nebot’
je propojen s celou fadou Zivotné dulezitych procest. Jedna se o rytmicky se opakujici zmény
v chovani a fyziologii, které zahrnuji cyklus spanku a bdéni nebo oscilace v neurologickych,
metabolickych, endokrinnich, kardiovaskularnich a imunitnich funkcich.
Disharmonie cirkadianniho systému tak muze mit za nasledek rozvoj fady spankovych
¢i psychickych poruch, nejriznéjsich onemocnéni metabolického charakteru, jako jsou naptiklad
porucha gluk6zové tolerance, metabolicky syndrom nebo diabetes mellitus druhého typu, nebo
zanétlivych ¢i nadorovych onemocnéni. Komplikaci naruSeni CR je skuteénost, ze tuto dysfunkci
v mnohych ptipadech nevnimame, nebot’ Casto nezpiisobuje bolest, dokud nedojde vlivem
permanentniho stresu organismu k deregulaci fyziologickych funkci a k rozvoji onemocnéni.

Vlivem sou¢asného zZivotniho stylu, ktery zahrnuje vicesménny provoz, cestovani pies vice
¢asovych pasem, praci dlouho do noci, ¢i naopak pozdni vstavani a Casto i Spatné stravovaci
navyky, dochazi u vétsiny populace k naruseni CR. V soucasné dob¢ probiha stale intenzivngjsi
vyzkum nizkomolekularnich modulatorit CR, pomoci kterych by $lo normalizovat parametry CR.
A pravé témto nizkomolekularnim modulatorim, v naSem piipadé purinového charakteru,
je vénovana tato diplomova prace.

Cilem diplomové prace bylo Vv prvni fad¢ provedeni literarni reSerSe na téma cirkadianni
rytmus u ¢lovéka, pasmova nemoc (jet-lag) a nizkomolekularni modulatory cirkadianniho rytmu.
Praktickd ¢ast poté zahrnovala syntézu potencialnich modulatori zalozenych na purinovém
skeletu a jejich testovani na a jejich testovani na bunécné linii nesouci gen pro luciferazu pod
kontrolou promotoru hodinového genu BMALI. Cytotoxicita ptipravenych latek byla testovana

na bunéénych liniich lidskych fibroblasti BJ a keratinocytii HaCaT.



2  TEORETICKA CAST
2.1 Cirkadianni rytmy

V pruibéhu  milionit  let evoluce prosly Zzivé organismy na Zemi vyvojem
od jednobunéénych organismi pies organismy mnohobunééné az k vyvoji ¢lovéka (Homo
sapiens). Piestoze z hlediska morfologie i vyvoje jsou jednobunééné organismy od ¢lovéka velmi
odlisné a lezi na opacnych stranach fylogenetického stromu, najdeme zde tadu podobnostni
v oblasti fyziologie, genetiky, biochemie a rytmicity (Levi a Schibler, 2007). Rytmicita se
vyvinula pfedev§im jako adaptace na okolni opakujici se geofyzikalni udalosti, které zahrnuji
stfidani dne a noci, ro¢nich obdobi, pfilivu a odlivu, sluneéni cyklus nebo synchronni rotaci
Mésice. Z téchto faktori ma na zivé organismy na Zemi patrné vétsi vliv stiidani cykla svétla
a tmy (dne a noci) generovanych rotaci Zemé kolem své osy. Tento 24hodinovy cyklus svétla
a tmy je jeden z vSudypiitomnych epigenetickych vlivt, které vedly ke vzniku a vyvoji ¢lovéka
z jednobunééného organismu (Bunney a Bunney, 2000), a pietrvava-li za stalych podminek
Vv zavislosti na teploté, mluvime 0 tzv. cirkadiannim rytmu. Slovo ,,cirkadianni* je slozeninou slov
latinského puvodu circa- a —diem, coz v piekladu znamena ,,okolo dne*. Cirkadianni cyklus neni
extrémné piesny a nedosahuje piesné a pouze periody (t) 24 hodin, ale délka periody se mutize
pohybovat v rozmezi 20 — 30 h v zavislosti na druhu. Na zakladé délky periody rozlisujeme dale
rytmy ultradianni s t < 20 h a infradianni s T >30 h (Levi a Schibler, 2007).

Cirkadianni  hodiny jsou jedny znejdulezitéjSich  biologickych  oscilatort.
U cyanobakterii podléha cirkadianni kontrole fotosyntéza, fixace dusiku ¢i d€leni bunék,
u rostlin naptiklad pohyb listii ¢i otevirani a zavirani kvétnich platkd (Harmer et al., 2001).
U savci je prostfednictvim cirkadianni rytmicity fizena cela fada fyziologickych, behavioralnich
a biochemickych procest, jako je stfidani cyklu spanku a bdéni, udrzeni a zmény télesné teploty,
krevni tlak, funkce imunitniho systému ¢i syntéza hormont, pfedevsim insulinu, glukagonu
a glukokortikoidt (Bellet a Sassone-Corsi, 2010, Reddy a Rey, 2014). Napti¢ fylogenetickym
stromem vykazuji vSechny cirkadianni hodiny miru podobnosti a sdileji né€kolik zakladnich
vlastnosti: generuji rytmus a jsou synchronizovatelné vnéj$im stimulem. Tyto signaly, které
umozhuji synchronizaci vnitfnich hodin s vnéj$im ¢asem, jsou oznacovany jako tzv. zeitgebery
neboli ve volném prekladu ,,dérci Casu“. Kromé stfidani dne a noci mezi n€ patii zmény teploty,
aktivity, faze mésice ¢i dostupnosti zivin (Biscontin et al., 2019). Pokud neni organismus
vystaven vn&jsim cyklim, dojde k aktivaci a fizeni cirkadianniho rytmu pouze prostiednictvim
vnitinich hodin, které se vyznacuji také schopnosti spusténi rezimu nového dne ¢i noci, a cyklus
bézi tzv. volnym béhem (Reddy a Rey, 2014). Denni synchronizace
se zménami ve fotoperiod¢ je usnaditovana diky kaskadé molekularnich procest, jako je naptiklad
exprese hodinovych gent, které jsou spustény jako reakce cirkadiannich hodin na svétlo

(Bunney a Bunney, 2000).
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2.1.1  Cirkadianni systém savcii a ¢lovéka

Centralnim oscilatorem je suprachiasmatické jadro (SCN), které se nachazi v prednim
hypothalamu (Saini et al., 2019). Nazev je odvozen od jeho umisténi nad (z lat. supra) chiasma
opticum, které spojuje oba o¢ni nervy, a je mistem kiizeni drah zrakovych nervi. U ¢lovéka je
SCN tvofeno ptiblizné 20 000 heterogennimi neurony vytvarejicich vysoce integrovanou sit’.
Na =zakladé¢ produkce rozdilnych neuropeptidi je rozdélovano na pfedni a zadni
(Bellet a Sassone-Corsi, 2010). Suprachiasmatické jadro tidi pribéh tii zakladnich d&jt, a to
stfidani cyklu bdéni a spanku, piijmu potravy a produkci hormoni — tyreotropniho hormonu,
kortizolu a melatoninu. Aktivita SCN pravidelné osciluje v zavislosti na svételnych signalech
ptijimanych z okoli, diky cemuz pravideln€ osciluje také hladina melatoninu. Béhem dne, kdy je
dostatek svétla, je aktivita SCN vysoka, coz vede k inhibici syntézy melatoninu. Naopak
v podvecer, kdy je intenzita svétla nizka, zac¢ina nartstat koncentrace melatoninu, ktery zpé&tné
tlumi aktivitu SCN. Nékteré organy jako ledviny, jatra, srdce ¢i kosterni svaly maji vlastni
autonomni interni cirkadianni oscilator, ktery je oznacovan jako periferni, a ovliviiuje pouze
lokalni ptislusnou tkan ¢i organ. Naptiklad oscilator ptitomny v jatrech je klicovy pro udrzovani
homeostazy jater, regulaci energie a metabolismu a expresi enzymu ovliviiujicich anabolismus
a katabolismus Zivin a xenobiotik (Tahara a Shibata, 2016). Tyto periferni hodiny jsou fizeny
a regulovany kaskadovité prostfednictvim neurohumoralni signalizace (Obrazek 1),

kde centralnim oscilatorem je suprachiasmatické jadro (Harmer et al., 2001).

SCN

/(suprachiasmatic nucleus)\
Teplota téla - - Piimé signaly
Aktivita/spanek
Stravovani/ptst
Metabolické Metabolity Autonomni Humorélni
hormony NAD(P)H/NAD(P) ne signalizace

vy
\ Periferni hodiny /
(organy)

i

Obrazek 1: Drahy strhavani perifernich hodin. Upraveno podle Dibner et al., 2010.
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2.1.2  Neurohumordlni regulace cirkadidanniho rytmu

Endogenni cirkadianni hodiny jsou synchronizovany s vnéj§im okolim prostfednictvim cyklu
svétla/ tmy a jsou tak restartovany kazdych 24 hodin. Pro generaci oscilaci je klicové oko
a samotny svételny stimul. Oko piredstavuje prostfednika mezi mozkem a vné&jSim prostfedim
a umoznuje nasledné synchroniza¢ni efekty diky melanopsinu, fotopigmentu, ktery se nachazi
v gangliovych burnikach sitnice a je velmi citlivy na modré svétlo (A = 460-480 nm).
Ze sitnice dochazi k promitani informaci do SCN pfes retinohypotalamicky trakt (RHT) ocniho
nervu (Pfeffer et al., 2018). Pienos signalu z neuront retinohypotalamického traktu na bunky
SCN je zprostiedkovan dvéma druhy neurotransmiterti, L-glutamatem a peptidem aktivujicim
hypofyzarni adenylatcyklazu (PACAP) (Obrazek 2). L-Glutamat vazbou na N-methyl-D-
aspartatovy membranovy receptor (NMDA) indukuje v cytoplazmé bunék SCN akumulaci
vapenatych  iontti,  které  nasledné  aktivuji =~ kalmodulin  kindzu  (CaMK).
Interakce PACAP s receptorem VPAC2 spousti prostiednictvim G proteinu syntézu cAMP
adenylatcyklazou. ZvysSeni koncentrace cAMP vede Kk aktivaci proteinkinazy A (PKA), ktera se
spole¢né s CaMK podili na fosforylaci transkripéniho faktoru cAMP-responsive element binding
protein (CREB), jenZ indukuje expresi hodinovych gent perl a per2 (Reiter et al., 2010).

‘H\A L-Tryptofan EP
l TPH

PACAP

Pinealocyt
\ ;g} y mT1)( MT2 5-Hydroxytryptofan
£ = = . - l AAAD
“§ ? > (:)—NAMP
lm é ) 7 4 . \ hm SCN Serotonin
- LGl —=—> Ca¥—— CaMK /cm:n \ lAANAT — cuen
Y * 1> l N-Acetylserotonin
> MMM ) T
WO T hodinové proteiny l ASMT il
o :. : elatonin T

cAMP

—> (G, —>®/

PVN Q
CG [ ) L4 Hladina melatoninu v plasmé
oo DEN NoC
L AL ILCC °
o0
[

Obrazek 2: Pienos svételného signialu po dopadu na sitnici a signdlni driaha biosyntézy melatoninu.
Melanopsin v sitnicovych gangliovych bunikdch oka zachytava svétleny signal specifické vinové délky
(A= 460-480 nm), ktery je ptevadén retinohypotalamickym traktem (RHT) o¢niho nervu do suprachiasmatického jadra
(SCN). Prostfednictvim glutamatu a polypeptidu PACAP dochazi uvniti bunék SCN k aktivaci a indukci exprese
casovych genu. Signal ke stimulaci epifyzarni produkce melatoninu v noci je z SCN prostfednictvim y-aminomaselné
kyseliny (GABA) pfenasen do paraventrikularnich hypotalamickych jader (PVN). Odtud dochazi k ptenosu nervového
signélu sestupnymi nervy pfes intermediolateralni jadra (ILCC) do cervikalniho ganglionu (CG) a nasledné do epifyzy
(EP). Uvolnéni noradrenalinu vede v pinealocytech k aktivaci Pl-adrenergnich receptorti, stimulujici expresi
aralkynamin-N-acetyltransferazy (AANAT) a ke zvySené produkci melatoninu. Ten je uvoliiovan do krevniho fe¢isté
amozkomisniho moku, ktery putuje do tfeti mozkové komory. Vazbou na melatoninové receptory MT1 a MT2 aktivuje
signalni drahy vedouci k resetovani cirkadianni hodin. AAAD (dekarboxylaza aromatickych aminokyselin)
(EC 4.1.1.28), AANAT (aralkylamin N-acetyltransferaza), AC (adenylatcyklaza), ASMT (N-acetylserotonin-O-
methyltransferaza), 1 (p-adrenergni receptor), CaMK (kalmodulinkindza), CREB/P (transkripéni faktor),
Gs (G stimulaéni protein), MT1, MT2 (receptory melatoninu), NMDA (receptor glutamatu), VPAC2 (receptor PACAP
polypeptidu), PKA (proteinkindza A), TPH (tryptofanhydroxylaza) (EC 1.14.16.4). Upraveno podle Ma et al., 2016,
Reiter et al., 2010.
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S nastupem noci a snizenim svételné intenzity dochazi K indukci tvorby melatoninu.
Draha vedouci k jeho syntéze vede z SCN do paraventrikularnich hypotalamickych jader a je
zprostiedkovana uvolnénim kyseliny y-aminomaselné kyseliny (GABA). Odsud je nervovy
signal pfenaSen sestupnymi nervy pies intermediolaterdlni jadra do kréni michy, kde dochézi
ke styku s pregangliovymi synapsemi ganglii kréni michy, konkrétné sympatického cervikalniho
ganglia (ganglion cervicale superius). Neurony ganglia pienaseji signal do §iSinky (glandula
pinealis). Samotna syntéza melatoninu probiha v pinealocytech a je v iniciovana vazbou
noradrenalinu na Pl-adrenergni receptory, které jsou sprazené s G-proteiny (Gs), jejichz
pusobenim nasledné dochazi k aktivaci adenylatcyklazy. Nardst koncentrace cAMP vede
ke stimulaci PKA, jejiz molekularnim cilem je transkripcni faktor CREB, ktery nasledné indukuje
syntézu aralkylnamin-N-acetyltransferazy (serotonin-N-acetyltransferazy, AANAT, EC 2.3.1.87)
(Pfeffer et al., 2018, Reiter et al., 2010).

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamin) je stabilizator rytmd, ktery podava informaci
o aktualn¢ probihajici noci tlumenim aktivity neuronti SCN, poklesem centralni teploty
(Claustrat et al., 2005) a poklesem systolického a diastolického tlaku krve (Badeli a Assadi, 2014).
Zaroven pusobi jako neuromodulator, cytokin a silny fyziologicky antioxidant, ktery likviduje
vysoce toxické hydroxylové a kyslikové radikaly, a zarovenn zvySuje hladinu nékterych
antioxida¢nich enzymd, jako jsou superoxiddismutiza (EC 1.15.1.1), glutathionperoxidaza
(EC 1.11.1.9) nebo glutathionreduktaza (EC 1.6.4.2) (Ma et al., 2016). Jedna se o derivat
serotoninu, vznikajiciho hydroxylaci a naslednou dekarboxylaci tryptofanu (Obrazek 3).
Samotny cirkadianni rytmus syntézy melatoninu je umoznén rytmickou expresi enzymu
aralkylamin-N-acetyltransferazy, ktery je limitujicim faktorem v syntetické draze melatoninu
a katalyzuje pienos acetylové skupiny acetylkoenzymu A na primarni aminoskupinu serotoninu
za vzniku N-acetylserotoninu. Ten je nasledné methylovan N-acetylserotonin-O-

methyltransferazou (EC 2.1.1.4) za vzniku melatoninu.

o o 0 o]
OH OH NH, HN//{ HN/ZQ
NH HO NH, HO HO _o
\ TPH \ AAAD N\ AANAT N\,  ASMT N\
” ” H Ac-CoA CoA H u

L-tryptofan 5-hydroxytryptofan serotonin N-acetylserotonin melatonin

Obrazek 3: Biosynteticka draha melatoninu. AAAD (dekarboxyldza aromatickych aminokyselin, EC 4.1.1.28),
AANAT (aralkylamin N-acetyltransferaza, EC 2.3.1.87), ASMT (N-acetylserotonin-O-methyltransferaza, EC 2.1.1.4),
TPH (tryptofanhydroxylaza, EC 1.14.16.4).

Distribuci melatoninu do mozku a SCN zajistuje pravdépodobné mozkomisni mok, kde
hladina melatoninu béhem noci dosahuje cca 20x vysSSich hodnot nez bylo zjisténo v krevni
plasmé (Reiter et al., 2014). Melatonin sekretovany z pinealocytl protéka sbérnymi kanalky

v parenchymu epifyzy do subependymalni oblasti epifyzového vyklenku, kde za ucasti
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specializovanych bunék tanycyti vstupuje do 3. mozkové komory (Tricoire et al., 2003).
Melatonin se miize prostiednictvim mozkomisniho moku $ifit i do ostatnich ¢asti mozku. Z baze
3. mozkové komory do postrannich komor pfes intraventrikularni otvor (foramen monroi), dale
pres akvadukt mozkového kmene do 4. komory (Reiter et al., 2014), dale subarachnoidalniho
prostoru obklopujici mozek (Legros et al., 2014) a pies Virchowtv-Robinuv perivaskularni
prostor muze hloub&ji pronikat do nervového parenchymu. Melatonin vstupuje do SCN
z supraoptického vyklenku, ktery je prodlouzenim 3. mozkové komory v piednim hypothalamu,
odkud se prenasi difuzi nebo pomoci tanycytt (Reiter et al., 2014).

Melatonin ovliviiuje CR zménou neuralni aktivity SCN vazbou na melatoninové receptory
MT1 a MT2. Treti, pfedpokladany melatoninovy receptor MT3, byl identifikovan jako
chinonreduktdza 2 a melatonin zde hraje roli ko-substratu, coz mtze vysvétlovat jeho silné
antioxidaéni vlastnosti (Pfeffer et al., 2018). Receptory MT1 a MT2 po vazbé melatoninu spousti
prostiednictvim G proteint celou fadu bunéénych odpovédi jednak v SCN a jednak v perifernich
tkanich. G, podjednotky G proteinti inhibuji primarn¢ adenylatcykldzu a naslednou signalni drahu
vedouci kexpresi hodinovych genl, =zatimco Ggp, podjednotky zvySuji hladiny
inositol-1,4,5-trifosfatu (IP3) a 1,2-diacylglycerolu (DAG) aktivaci fosfolipazy C-p (Obrazek 4)
(Reiter et al., 2010). Aktivace MT1 receptoru v neuralnich bunikach navic zvySuje fosforylaci
mitogenem aktivovanych proteinkinaiz MEK1/MEK2 a mitogenem aktivovanych proteinkinaz
ERK1/2 (Bordt et al., 2001). Aktivovany MT2 receptor naopak vede K inhibici tvorby cGMP
(Dubocovich et al., 2010). Dale aktivace MT2 receptoru vyrazné ovlivituje bunéénou morfologii
a organizaci cytoskeletu (Bordt et al., 2001), moduluje neuralni aktivitu hipokampu
(Dubocovich et al., 2010), vede ke sniZeni exprese glukézovych transportéri Glu4 a sniZené
absorpci glukozy v adipocytech (Brydon et al., 2001). Melatonin vykazuje vazodilata¢ni a rovnéz
vazokonstrikéni U€inky. Aktivované MT2 receptory indukuji vazodilataci aorty, plicniho
a bfisniho cévniho systému (Cook et al.,, 2011) zvySenou produkci oxidu dusnatého
(Paulis a Simko, 2007). Aktivace MT1 vede k vazokonstrikci koronarnich tepen a renalniho
cévniho systému (Cook et al., 2011). Po navazani melatoninu na MT1 receptory dochazi k blokaci
BKca iontovych kanalt, které se hojné vyskytuji v bunikach hladkého svalstva a reguluji
vaskularni tonus. Blokaci se zvySuje intracelularni hladina vapniku prostfednictvim G proteind
a dochazi k vazokonstrikci svalstva (Dubocovich et al., 2010). Aktivace MT1 je spojena
s poklesem hladiny cAMP a hydrolyzou fosfatidylinositol-4,5-bisfosfatu, coz muize zpusobit

inhibici vazodilatace a vazokonstrikce (Paulis a Simko, 2007).
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Obrazek 4: Signalni drahy aktivované prostiednictvim MT1 a MT2 receptori. A Signalni drahy po aktivaci
receptoru MT1 spojené s G proteiny Goi a Gaq. B Signalni draha spojend s aktivaci receptoru MT2. ATP
(adenosintrifosfat), BKca (vapnikem aktivovany draslikovy kanal), cAMP (cyklicky adenosinmonofosfat), cGMP
(cyklicky guanosinmonofosfat), CREB (cAMP-responsive element binding protein), DAG (1,2-diacylglycerol),
FP (receptor pro prostaglandin F2a), Ga (G-proteiny), GMP (guanosinmonofosfat), GTP (guanosintrifosfat), IP3
(inositol-1,4,5-trifosfat), Kir3 (draselny kanal sptazeny s G proteinem), MEK1/MEK2 (mitogenem aktivovana
proteinkinaza kinaza; EC 2.7.12.2), MLT (melatonin), PKA (proteinkinaza A; EC 2.7.11.11), P-CREB (fosforylovany
CREB), PIP 2 (fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat), PGF2a (prostaglandin F2a), PKC (proteinkinaza C; EC 2.7.11.13),
PLC (fosfolipaza C; EC 3.1.4.3), Raf 1/Raf B (proto-onkogen serin/threonin proteinkindza; EC 2.7.11.1), VDCC (na
napéti zavisly Ca?* kanal). (Upraveno podle Masana a Dubocovich, 2001).

2.1.3 Cirkadidnni oscilace na uirovni buiiky

Cirkadianni hodiny jsou autonomni a samotné cirkadianni oscilace jsou udrzovany pomoci
transkripéné-translaénich zpétnovazebnych smycek (TTFL) (Akhtar et al., 2002). Transkripéni
oscilace vytvareji cytosolické oscilace vV podobé zmén energetického a redoxniho metabolismu
a signalizace (Hastings et al., 2008), které prostfednictvim interakce jednotlivych specifickych
transkripénich ~ faktordi  moduluji  expresi vicenez 10 %  buné&¢nych transkriptl
(Akhtar et al., 2002). Ty se nasledné promitaji do bunééné fyziologie a pienasi zpétnou vazbu
zpét k transkripénimu oscilatoru (Obrazek 5). Zaroveni je cely systém propojen jeSté
cirkadiannimi metabolickymi oscilacemi, které jsou nezavislé na TTFL, ale jsou do nich

recipro¢né promitany (Rey a Reddy, 2013). Nasledna exprese jednotlivych proteina se 1isi
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Vv zavislosti na tom, zda se jedna o buniky SCN nebo perifernich tkani (ledviny, jatra, srdce),

protoze kazdé vykazuji jinou miru citlivosti na jiné podnéty (Damiola et al., 2000).
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Obrazek 5: Vazba mezi transkripénimi, cytosolickymi a metabolickymi cykly. Jednotlivé cytosolické procesy, jako
jsou zmény v energetickém a redoxnim metabolismu a signalizaci (CAMP/Ca?*, ATP/ADP, NAD*/NADH a kolob&h
a distribuce zivin) jsou soucasti TTFL. Zaroven hraje dilezitou roli pfitomnost metabolickych smycek, které funguji
kooperativné spole¢né s TTFL. CREB (cAMP response element-binding protein), GRE (glucose response element),
PARP (poly-ADP-riboza-polymeraza), PTM (postranslaéni modifikace) SIRT1 (Silent information regulator 1)
(Upraveno podle Reddy a Rey, 2014).

Vyznamnou roli v TTFL hraji i posttranslacni modifikace klicovych proteinti (zejména
fosforylace, methylace, sumoylace, acetylace nebo glykosylace), dale jejich translokace,
ubikvitinace a nasledna proteasomalni degradace (Reddy a Rey, 2014). Centralni tlohu v TTFL
maji ¢asové proteiny Circadian Locomotor Output Cycles Kaput (CLOCK) a Brain and Muscle
ARNT-Like 1 (BMAL1l). CLOCK a BMALI piedstavuji podjednotky heterodimerniho
helix-loop-helix-PAS (Per-Arnt-Sim) transkripéniho faktoru CLOCK:BMALI, ktery se vaze do
regula¢nich oblasti promotori cilovych genti na tzv. E-box s palindromickou sekvenci CACGTG
a aktivuje transkripci klicovych hodinovych gent (perl-3, cryl-2, Ror, Rev-Erb a Decl-2)
a Clock-kontrolovanych genu. Ty koduji transkripéni faktory, strukturni peptidy, metabolické
enzymy, iontové kanaly, kindzy a mnoho dalSich, diky nimz dochdzi k fizené periodicité riznych
bunécnych procesu (Bellet a Sassone-Corsi, 2010).

Primédmi TTFL tvofi proteiny PER a CRY, které v cytoplazmé heterodimerizuji
a dochazi k jejich translokaci do jadra a inhibici transkripéni aktivity komplexu CLOCK:BMAL
béhem cirkadianni noci (Obrazek 6) (Sato et al., 2006). Na lokalizaci a stabilizaci PER:CRY
dimeru se podileji kaseinkinazy (CSNK1, CKI, EC 2.7.11.1), konkrétné isoformy CKI$ a CKle
(Eide et al., 2005), a proteinové fosfatazy PP1 a PP5 (Partch et al., 2006). Cyklicka proteolyticka
degradace PER a CRY je uskute¢novana ptes ubikvitin-dependentni drahy prostfednictvim CKle
a CKIJ, které vytvaii vazebné misto pro ubikvitinligazu B-TrCP (Eide et al., 2005).
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Tato degradace predstavuje zakladni roli v udrzeni amplitudy oscilace, a dochazi tak k uvolnéni
CLOCK:BMALI, ¢imz je znovu spustén cely 24 hodinovy cyklus (Brancaccio et al., 2019; Bellet
a Sassone-Corsi, 2010).
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Obrazek 6: Model molekularni cirkadianni oscilace centralni TTFL u savcii: Model znazorfiujici tii zakladni
oscilaéni smycky cirkadianniho rytmu. Primarni, zahrnujici vznik komplexu CRY:PER a jeho naslednou fosforylaci
skrze CKle a translokaci do jadra, kde interaguji s komplexem CLOCK:BMALI, coz vede k inhibici transkripce
Vv pritbéhu noci. Sekundarni smycka predstavuje zapojeni transkripénich faktord ROR a REV-ERBs, které maji funkci
transkripénich aktivatord a represorti rytmického fizeni transkripce BMALI. Tercidlni smycka ptedstavuje transkripéni
represory DEC, které inhibuji transkripci indukovanou komplexem CLOCK:BMALI1 kompetici pti vazbé na E-box
regulaéni sekvence genti. BMALL (Brain muscle arnt like 1), CKIe (kaseinkinaza ¢; EC:2.7.11.1), CLOCK (circadian
locomotor output cycles kaput, CRY (kryptochrom), DBP (albumin side D-binding protein), NIFL3 (Nuclear factor
Interleukin 3 regulated), P (fosfat), PER (period), ROR (retinoic acid-related orphan receptor), TFFL (transkripéné-
translaéni zpétnovazebna smycka), UB (ubikvitinace) (Upraveno podle Ki et al., 2015).

Mimo tuto primarni TTFL je v systému oscilace zapojena jesté sekundarni a terciarni TTFL.
Sekundarni TTFL zahrnuje dvé podrodiny jadernych receptorti sprazenych s kyselinovou
retinovou, a to ROR a REV-ERB. Jedna se o kritické regulatory CR, které reguluji cirkadianni
expresi bmall a funguji jako ligandem regulované transkripéni faktory (Solt et al., 2011a).
Mezi ¢leny ROR jadernych receptorti patii RORa, RORP a RORy. VSechny ROR receptory maji
funkci aktivatorti. Rozpoznavaji specifické sekvence DNA oznacované jako ROR responzivni
element (RORE), na které se vazi ve formé monomeru, ¢imz dochazi k aktivaci transkripce
cilovych geni, tedy i bmall (Solt a Burris, 2012). Pfirozenymi ligandy ROR jsou kyselina
retinova a steroly, pfedev§im oxysteroly (Solt a Burris, 2012). Druhou skupinou jadernych
receptort jsou REV-ERB (REV-ERBa a REV-ERBP), které zastavaji opacnou roli. REV-ERB
se vazou rovnéZ na RORE jednak ve formé monomeru, kdy funguji jako transkripéni tlumice
¢i Castéji ve forme homodimeru (stabilngjsi forma), ¢imz dochéazi k tplnému potlaceni transkripce

cilovych gent (Kojetin a Burris, 2014). Jsou také schopny interagovat s dal§imi jadernymi
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proteiny jako je napfiklad NCoR1 (nuklearni receptorovy korepresor 1). Hlavnim piirozenym
ligandem pro REV-ERBo/B je hem. Kromé fizeni exprese bmall se tyto jaderné receptory
uplatiuji predevsim Vv regulaci metabolismu sacharidi a lipida (Boukhtouche et al., 2004).

Tercialni TTFL je tvofena zakladnimi helix-loop-helix transkripénimi faktory DEC (DECI,
DEC2), které slouzi jako transkripéni represory komplexu CLOCK:BMALI (Obrazek 6).
DEC1/2 vytvéieji homo- ¢i heterodimery a k potlaceni transkripce dochazi kompetici pti vazbé
na E-box vpromotorech cilovych gent nebo kpfimé interakci s BMALL
(Kawamoto et al., 2004).

Kromé E-box elementii (CLOCK, BMALI) a RORE elementi (ROR, REV-ERB) formuji
regulacni sit’ rytmické genové exprese také D-box elementy. Ty jsou rozpoznavany
transkripénimi faktory s leucinovym zipem (proline and acidic-rich (PAR) leucine zipper protein
family), v podobé aktivatoru DBP (albumin side D-binding protein) a represoru NFIL3 (Nuclear
factor Interleukin 3 regulated, znamym také jako E4 binding protein 4, E4BP4)
(Keniry et al., 2014). Transkripce DBP je aktivovana komplexem CLOCK:BMALI.
DBP se nasledné vaze v jadie na regula¢ni D-box sekvence (TTAYGTAA) (Ueda et al., 2005)
v promotorech genti a aktivuje jejich transkripci. Rytmicka exprese DBP potom odpovida mimo
jiné za regulaci amplitudy perl transkriptu (Yamaguchi et al., 2000). Na druhé strané stoji NFIL3
(E4BP4), jehoz  transkripce je  regulovana  prostiednictvim  ROR/REV-ERB
a dosahuje opa¢ného maxima akumulace nez DBP. NFIL3 se vaze na D-box kompetitivné
s DBP a funguje jako represor transkripce (Keniry et al., 2014). Transkripce D-box proteinti ma
vyznamny vliv také na fyziologii. DBP naptiklad aktivuje v jatrech transkripci genti kddujicich
albumin, cholesterol-7a-hydroxylazu nebo cytochrom P450 (CYP2C6) (Falvey et al., 1996).
NFIL3 inhibuje apoptdézu B-lymfocytti a motorickych neurond (Ikushima et al., 1997), zaroven
je vyzadovan pro ptirozeny vyvoj NK bunék (Gascoyne et al., 2009) a switching (izotypova
komutace) IgE imunoglobulini (Kashiwada et al., 2010). NFIL3 také méni chovani rakovinnych
bunek a funkci FOXO  transkripcnich  faktoriT  pdsobenim na  chromatin
(Keniry et al., 2013) a je potiebny pro glukokortikoidy indukovanou apoptdézu T-lymfocyta
(Carey et al., 2013).
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2.2 Patofyziologie cirkadiannich rytmu

Jak je jiz uvedeno vySe, spravné fungovani CR je esencidlni pro spravné fungovani
a prospivani lidského organismu. Nesoulad vnitinich ¢asovych systémt zahrnujici centralni SCN
i periferni hodiny ve tkanich a organech s vnéj$im prostiedim muze piispivat k rozvoji celé skaly
onemocnéni, jako jsou spankové poruchy (Zhu a Zee, 2012), metabolické
a gastrointestinalni poruchy (diabetes mellitus druhého typu, obezita, hypertenze, zacpa, prijem,
metabolicky syndrom, poruchy glukézové tolerance, hyperinzulinémie), psychické poruchy
(Casté zmeény ndlad, zimni deprese), poruchy imunitniho systému (piedevsim ovlivnéni vrozené
imunity), ¢i rozvoj nadorového onemocnéni (rakovina prsu, rakovina prostaty, kolorektalni
karcinom) (He a Chen, 2016).

Cirkadianni systém jako soucast fyziologie se podili v prub&hu 24 hodin na modulaci genové
exprese, metabolismu, imunity (funkce monocyti a makrofagu, sekrece specifickych cytokint)
(Labrecque a Cermakian, 2015), endokrinniho systému, chovani a spankového cyklu. Zakladem
homeostazy je existence vztahového trojihelniku mezi vnitfnimi hodinami, spankem a chovanim
(Clock-sleep-behaviour), kde naSe chovani ovliviiuje ¢asovy systém prostiednictvim expozice
svétlu (pies SCN) a konzumace jidla (skrze ledviny). Deregulace cirkadianniho systému muze
byt zplisobena naptiklad casto se ménicim vicesménnym pracovnim provozem, $patnymi navyky,

dysfunkci ¢asovych hodin ¢i pieletem pies vice ¢asovych pasem (Roenneberg a Merrow, 2016).
2.2.1  Spdankové poruchy

Poruchy spankového cyklu (CRSD-Circadian Rhythm Sleep Disorders) patii mezi nejcastéjsi
poruchy zpiisobené poruchou cirkadianniho rytmu. Sdileji spolecny chronofyziologicky zaklad
a vznikaji z chronické nebo opakujici se poruchy cyklu bdéni a spanku, ktera je zplsobena
dysfunkci cirkadiannich hodin nebo nesouladem s endogennimi faktory (Zhu a Zee, 2012).
Hlavnim rysem CRSD je pfetrvavajici nebo opakujici se nesoulad mezi spankovym vzorem
pacienta a vzorem, ktery je povazovan za spoleCenskou normu (Thorpy, 2012).
Diagnoza jednotlivych CRSD je Casove naro¢na, zalozena na detailnim zkoumani spankového
deniku pacienta, vedeného minimaln¢ po dobu 7 dnii a zaroven dochazi k vyuziti aktinografie,
kterd zaznamenava a méii pohyby pacienta v pribéhu spanku. Dopliujici je také stanoveni
markera fyziologického cirkadianniho systému, jako je télesna teplota ¢i hladiny melatoninu
(Zhu a Zee, 2012). Nasledna terapie CRSD je zalozena predevsim na expozici svétla v riznych
dennich hodinach Vv zavislosti na onemocnéni a podavani melatoninu. Déle je doporucovana
dopliujici fyzicka ¢i socialni aktivita, ktera ¢lovéka v pribéhu dne udrzi vice soustfedéného
a v bdélém stavu. Seznam spankovych poruch shrnut v tabulce (Tabulka 1)
a nebude vice rozebiran. Prace se zaméfuje pfedevSim na poruchu v podobé pasmové nemoci,

na kterou mohou byt aplikovany syntetizované latky.
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Tabulka 1: Poruchy spankového cyklu a jejich charakterizace

Zkratka Nazev Projevy PFi¢iny vzniku
Chronicka neschopnost usnout Svételné zafeni v
Nadmérna denni spavost nevhodnou denni
Uzkosti, deprese, rozvoj dobu
Zpozdéna faze spanku psychickych problémt (Zee a Nedostatena
DSPD (Delayed Sleep-Wake Phase Vitiello, 2009, Zhu a Zee, 2012) expozice rannimu
Disorder) svétlu
Geneticky faktor
(mutace genu per3)
(Hida et al., 2014)
s o . Ptichod spanku v brzkou dobu Geneticky faktor
ASPD ((i;erﬁﬁ?;lll)ltz%\fgznec:gasnllgé Chronické potize zistat déle (mutace S662G
(FASPS) Phase Disorder) P vzhiiru (Zee a Vitiello, 2009, Zhu genu per2 a CKle)
aZee, 2012) (Xu et al., 2005)
Casova dezorganizace Starnuti
cirkadianniho cyklu spanku a Traumaticka
. , , bdéni poskozeni mozku
[SWRD  a b (iogur Sleep-Wake *  SUidini kritkfeh fzispinka Neurodegenerativni
Rhytm Disorder) bde,nvl behfim 24 }10d1n . ' chorob_y
Potize udrZet spanek v noci, denni (Alzheimerova
spavost (Hartley et al., 2018) choroba) (Zee a
Vitiello, 2009)
Chronické nebo opakované Snizend odezva
stiidani obdobi spanku a bdéni cirkadiannich hodin
Volné béici rytmus (Non 24- Ex’istence piedvidatelného driftu na ’vaétrlo o
N24SWD  hour Sleep-Wake Rhythm spanka Snizeni socidlnich
Disorder) Z velké ¢asti nevidomé osoby podnéth
(absence vnimani svétla) (Hartley Mutace v genu pro
etal., 2018) CKI ¢ (Zhu a Zee,
2012)
Chronicka nespavost béhem noci Noc¢ni a ¢asné ranni
Porucha spanku a bdéni pfi Denni spavost (Zhu a Zee, 2012) Sl?,ény o '
SWSD sménném provozu (Shift Plidatné sphnkove

Work sleep Disorder)

poruchy (apnoe,
narkolepsie) (Zhu a
Zee, 2012)

2.2.2 Pdasmovd nemoc

Jet-lag, Cesky oznacCovan jako pasmova nemoc, je letova arytmie, ktera postihuje pasazéry

prekonavajici vice ¢asovych pasem najednou. Dochazi k desynchronizaci vnitiniho CR a cyklu

stfidani dne a noci vzhledem Kk destinaci, do které pasazér dorazi (Vosko et al., 2010).

V prub¢hu trvani pasmové nemoci dochazi ke zménam v cirkadidnnich neuroendokrinnich

systémech, zahrnujici pfedev§im zmény hladin melatoninu, kortizolu a thyreostimula¢niho

hormonu. Mezi nejcastéj$i symptomy patii inava, nespavost, ¢asté buzeni, pocit podrazdénosti,

vycerpanost, zaludecni obtize, zacpa, prijem, paleni zahy, poceni, bolesti svalil, bolesti hlavy

¢i u zen naruseni menstruacniho cyklu (Cingi et al., 2018). Nasledna rekonvalescence se odviji

orientacné podle preleténych Casovych pasem, kdy pocet t€chto pasem poté odpovida piiblizné

poctim dnt rekonvalescence (1-2 pasma za den). Cestovani na vychod vyvolava fazovy posun
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smérem dopiedu v CR téla, zatimco cestovani na zapad vytvari efekt opacny a vyvolava zpozdéni
faze (Cingi et al., 2018). Cestujici na vychod maji tendenci synchronizovat své télesné rytmy
rychlosti 1,5 hodiny denné a cestujici na zapad rychlosti 1 hodiny denné. Pficemz nehraje roli,
zda let do cilové destinace probiha ve dne ¢i v noci (Katz et al., 2002).

Pasmova nemoc ptisobi na kazdého cestovatele velmi individualnég, a ne kazdy zaziva stejné
symptomy ve stejné mitfe. Schopnosti snaset pAsmovou nemoc jsou pravdépodobné vysledkem
individualnich toleranci kazdého jedince na posuny svého CR. Star$i osoby a lidé s pravidelnymi
rezimy maji mensi toleranci na vykyvy svych rytmi a jejich zotaveni mtze trvat o néco déle
(Vosko et al., 2010). Pasmova nemoc rovnéz muze zhorSit piiznaky nékterych psychickych
onemocnéni (Katz et al., 2002).

Kromé¢ ,klasického* jet-lagu, zptisobeného pteletem pies vice Casovych pasem je popsan
také socialni jet-lag. Socialni jet-lag je formou dysfunkce CR zplisobeny modernimi
spoleCenskymi a pracovnimi navyky a rezimy. Vlivem pracovni doby je ¢lovék nucen vstavat
diive, nez je pro néj piirozené a spankovy deficit se snazi vykompenzovat delsi dobou spanku
o vikendu. Tim dochazi k desynchronizaci mezi vnitinimi hodinami jednotlivce a dobou spanku
(Wong et al., 2015). Ac¢koliv socialni jet-lag zatéZzuje nejvice populaci v dobé dospivani, obvykle
pokracuje po celou dobu aktivniho pracovniho Zivota az do dichodu se symptomy podobnymi

klasickému jet-lagu (Roenneberg et al., 2012).

2.3 Modulatory cirkadiannich rytmi

Kromé ptirozené regulace hodin svétlem a stfidanim dne a noci mohou byt CR
pti dysfunkci systému ovlivnény také uméle pomoci farmakologickych i nefarmakologickych
postupl. Pomoci  moduldtort je mozné ovlivnit rlzné parametry  rytmu.
Zakladni nefarmakologickou metodou modulace je vyuziti svételné terapie, ktera spociva
V ozafovani pacienta svétlem slozeného z celého spektra nebo izolovanym modrym svétlem
nejcastéji o intenzité 2000-2500 lux vétsinou v Casnych rannich hodinach (Zhu et al., 2012).
Svételnd terapie je uzivana pfedevS§im k terapii CRSD, depresi, Alzheimerovy choroby
¢i insomnie (Berson et al., 2002, Cajochen, 2007). Svételna terapie je Casto preferovana kvuli
dostupnosti, ptirozenosti, nizké cen¢ a predevsim skutecnosti, Ze nevede k rezidualnim G¢inkim
a toleranci, jako tomu byva pfi uzivani farmak. Mezi nezadouci u¢inky patfi bolesti hlavy, tnavy
o¢i, autonomni hyperaktivita ¢i hypomanie (van Maanen et al., 2016).

Existuje cela fada prirozenych endogennich molekul, ucastnicich se modulace cirkadidnnich
hodin, jako je naptiklad fibroblastovy ristovy faktor, epidermalni rdstovy faktor, inzulin, hem,
melatonin, CcAMP ¢i  dopamin. Tato kapitola je ovSem zaméfena piedev§im
na syntetické nizkomolekularni latky majici schopnost manipulovat s cirkadiannim nac¢asovanim.

Rada takovych modulatord byla objevena prostfednictvim screeningu knihoven latek
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na cirkadiannich reportérovych bunéénych liniich (Tamai, et al., 2018). Informace o dosud
identifikovanych modulatorech cirkadiannich rytma byly ptehledné shrnuty v nékolika review
(He a Chen, 2016, Tamai et al., 2018, Cha et al., 2019). Na zaklad¢ piislusnych molekularnich
cild mizeme tyto modulatory rozdélit do nékolika skupin: na modulatory proteintt hodinového
jadra (BMALI1, CLOCK, CRY1/2, PER1/2, REV-ERB, ROR), regula¢nich kinaz (CDKS5, CKI/II,
AMPK, GSK3), SIRTI, ostatnich jadernych receptori (RXR, RAR, PPAR, ER) a DNA
topoizomeraz (TOP I/II) (Obrazek 7).

CRY 1/2 aktivatory
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Obrazek 7: Model jednotlivych TTFL spole¢né se zastupci jejich klicovych modulatori. Modie proteiny
hodinového jadra, zelené regulacni kinazy, oranzové ostatni jaderné receptory, cervené SIRT1 modulatory, fialové
DNA topoizomerazy. Zakladni komponenty TTFL piedstavuji CLOCK:BMAL1, PER:CRY a ROR/REV-ERV, jejichz
modulaci dochazi ke zménam cirkadianni amplitudy, faze a periody. AMPK (5°’AMP-aktivovana proteinkinaza),
AR (androgenni receptory), CDK5 (cyklindependentni kindza 5), CKI kaseinkindza 1), CKIl (kaseinkinaza 2),
CRY1/2 (kryptochrom 1/2), GKS3 (glykogensyntazakinaza 3), PPAR (receptory aktivované peroxizomovymi
proliferatory), RAR (receptory kyseliny retinové), REV-ERB (retinoic acid-related orphan receptor), ROR (retinoic
acid-related orphan receptor), RXR (retinoid X receptory), SIRT 1(silent information regulator 1) (He a Chen, 2016).



2.3.1  Moduldtory zdkladnich komponent cirkadiannich rytmii

2.3.1.1 Moduldatory CRY 1/2
Jak bylo zminéno vyse, CRY 1/2 vytvaii spolu s PER1/2 heterodimerni komplex regulujici

transkrip¢ni aktivitu komplexu CLOCK:BMALL. Prvni skupinu modulatord CRY1/2 ptedstavuji
derivaty karbazolu KLO01, KL002, KLOO3 (Obrazek 8), kter¢ byly objeveny
pfi screeningu latek na U20S BMAL1-LUC reportérové bunééné linii (Hirota et al., 2012).
Bylo prokazano, ze KLOO1 se vaze do vazebného mista FAD kofaktoru CRY, brani vazbé
ubikvitinligdzy FBXL3 a néasledné ubikvitinaci a proteasomalni degradaci CRY.
Vysledkem bylo prodlouzeni cirkadianni periody a sniZzeni amplitudy (Hirota et al., 2012).
Nasledna série KL derivati ukézala, Ze karbazolovy kruh je nezbytnym strukturnim motivem,
nebot’ jeho nahrada jinymi dusikatymi heterocykly vedla ke sniZzeni nebo ztrat¢ biologické
aktivity. Naopak vyssi aktivita byla zaznamenana u derivatl karbazolu s acetamidovym linkerem
(Lee et al., 2015). V ramci dalsich modifikaci ,,lead compound“ KL0O1 byla piipravena série
latek s oznacenim GO (Oshima et al., 2015). SAR studie ukazala, Zze hydroxyskupina je dtlezita,
ale neni kriticka pro zachovani biologické aktivity, nebot’ keto ¢i alkoxy analoga nadale
prodluzovala cirkadianni periodu. Také thiofenova analoga se substituci v poloze
C5 prodluzovala cirkadianni periodu a dokonce vykazovala vyssi biologickou aktivitu nez
vychozi KLOO1 (t + 2,1 h), zejména pak C5-bromderivat (t + 2,6 h). Substituce thiofenu v pozici
C4 4-butylfenylem nebo 4-hydroxyfenylem s chranénou OH skupinou methoxymethylem nebo
TBDMS vedla prekvapivé ke zkraceni periody o 0,4; 0,7, respektive 0,6 h. Derivat

s 4-methoxyfenylem v8ak periodu opét mirné prodluzoval (t + 0,5 h).
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Obrazek 8: Modulatory CRY1/2.
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Strukturné odliSnymi moduldtory CRY s jinym mechanismem ucinku jsou derivaty
2-ethoxypropanové kyseliny (Chun et al., 2014). Latky obsahuji chiralni uhlik na pozici C2 a vliv
na transkripci v E-box-Luc reportérové linii vykazovaly pouze (R)-stereoisomery, nejvice z nich
4-bromderivat (KS15). Bylo prokazano, ze KS15 se vaze na C-terminalni konec CRY1 a CRY2,
inhibuje UCinky negativnich regulator v primarni TTFL, a diky tomu byla zachovana
transkripéni aktivita komplexu CLOCK:BMALI1. Testovani na BMAL1-LUC reportérové linii
ukazalo, ze KS15 tlumi cirkadianni oscilace (méni vysku amplitudy), aniz by vyrazné ovliviiovala

periodu (Cha et al., 2019).

2.3.1.2 Moduldtory ROR receptorii
Rodina ROR receptort se skladd z RORa, RORB a RORy. Do ovlivnéni cirkadiannich rytmi jsou

zapojeny RORa a RORy, které aktivuji transkripci bmall prostfednictvim vazby na RORE
elementy protomoru. Mezi piirozené ligandy ROR receptort patii cholesterol a jeho metabolity
a oxysteroly, které maji vysokou afinitu a véazi se pfimo do RORo/y (Cha et al., 2019).
Mezi inverzni agonisty ROR patii derivaty 2-fenyl-1,1,1,3,3,3-hexafluorpropan-2-olu
se sulfonamidovym T0901317 (Kumar et al., 2010), SR1555 (Solt et al., 2011b), SR3335,
SR1001 (Kumar et al., 2011), SR2211 spiperazinovym strukturnim motivem
(Kumar et al., 2012), ML209 (Huang et al., 2010) nebo pfirodni latky digoxin a kyselina ursolova
(Kojetin a Burris, 2014) (Obrazek 9). Tyto slouceniny potla¢uji RORa/y dependentni
transaktivaci cilovych gent a inhibuji tak transkripci bmall. Naopak agonisty a aktivatory ROR
jsou napiiklad SR1078 (Wang et al., 2010), arylamidové derivaty la-c (Zhang et al., 2012),
1,2,3,4-tetrahydrochinoxylinové derivaty (Zhang et al., 2012) nebo pfirodni polymethoxylovany
flavon Nobiletin (He et al., 2016).
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Obrazek 9: Modulatory ROR.

24



2.3.1.3 Modulatory REV-ERB receptor
Rodinu jadernych receptori REV-ERB tvoii REV-ERBa (NR1D1) a REV-ERBf (NR1D2),

coz jsou hemem aktivované transkripéni represory, které potlacuji transkripci bmall vazbou na
RORE element promotoru (Kojetin a Burris, 2014). Prvnim popsanym agonistou REV-ERBa byl
GSK4112 (Obrazek 10), ktery vyrazné a specificky zvySoval interakci REV-ERBa s NCoR1
a siln¢ tak potlacoval expresi BMAL1L. Jeho aplikace na reportérové bunééné linie, primarni
plicni fibroblasty a ektopické plicni fezy s PER2::LUC reportérem V rtiznych fazich cirkadianni
oscilace vedla k resetovani faze cyklu, zptsobenych posuny faze v obou smérech bez ovlivnéni
periody rytmu (Meng et al., 2008). Modifikace ,,lead compound”“ GSK4112 vedla k latkam
S lepsimi farmakologickymi vlastnostmi SR9009 a SR9011 (Solt et al., 2012) nebo vybranym
GSK derivatim (Trump et al., 2013). Dalsi skupinu REV-ERB agonisti piedstavuji
6-substituované triazolopyridaziny (Bourotte et al., 2020). Jedinym dosud identifikovanym
antagonistou REV-ERB receptortt je SR8278, ktery inhibuje REV-ERBa (ICso = 2,3 uM)
a zvySuje expresi REV-ERBa cilovych genu (Kojetin et al., 2011).
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Obrazek 10: Modulatory REV-ERB.

2.3.1.4 Modulatory proteinkindz
Proteinkindzy ptedstavuji skupinu enzymi, které prenaSeji fosfatovou skupinu

z vysokoenergetické molekuly ATP na vybrana aminokyselinova residua (Ser/Thr, Tyr, His/Asp)
cilového proteinu. Fosforylace piedstavuje jednu z hlavnich posttranslaénich modifikaci proteinti
a vramci cirkadianniho rytmu reguluje degradaci, tvorbu komplext, subcelularni lokalizaci
a aktivitu kli¢ovych komponent cirkadiannich oscilaci (Reischl a Kramer, 2011).

Kaseinkinaza 1 (CKI, CSNK1) je monomerni konstitutivné aktivni Ser/Thr proteinkinéza.
V genomu savci je 7 gent kddujicich isoformy CKI (a, B, v1, v2, v3, 8, €), pficemz regulace
cirkadianniho rytmu se ucastni pouze isoformy a, o, & (Reischl a Kramer, 2011).
Substraty CKI 6/¢ jsou PER1, PER2, BMAL a CRY (Camacho et al., 2001, Eide et al., 2002)

25



proteiny a jejich inhibici dochazi k prodlouzeni

nebo Longdaysin) nebo byla CKI identifikovana jako off-target pfi studiu jinych molekuldrnich
cili. Strukturnim zékladem téchto inhibitori mulze byt chinolin jako v pfipadé CKI-7

(Qiao et al., 2019), 2-oxindol 1C261 (Mashhoon et al., 2000), trisubstituovany imidazol — D4476

(Hirota et al., 2008) nebo PF-670462 (Walton et al., 2009) nebo
2010) nebo NCCO0O07 (Lee et al., 2019.)
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2009).
Inhibitory CKI ptedstavuji strukturné velmi pestrou paletu latek (Obrazek 11) a byly objeveny
bud’ ptimo ve spojitosti s cirkadiannim rytmem (napt. CKI-7, 1Cos1, D4476, PF-670462, LH846
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Obrazek 11. Vybrané inhibitory kaseinkinazy 1.
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Kaseinkinaza 2 (CKIl, CSNK2) je Ser/Thr proteinkinaza, ktera ovlivituje cirkadianni systém
fosforylaci BMAL1 a PER2 proteini. Fosforylace Ser90 na BMALI prostfednictvim CKII
stimuluje jeho translokaci do jadra a mutace tohoto residua vede ke ztraté cirkadidnni rytmicity
(Tamaru et al., 2009). Dv¢ publikace ukazuji, ze PER2 je také molekularnim cilem CKII a jejim
pusobenim dochézi k fosforylaci Ser residui v N-terminalni ¢asti PER2. V diisledcich fosforylace
na stabilitu PER2 se vSak 1i§i (Tsuchiya et al., 2009). Aktivita CKII je inhibovana nékterymi
ptirodnimi slou¢eninami — flavonoidy (kvercetin, apigenin nebo fisetin), antrachinony (Emodin
a jeho derivaty MNX a MNA) nebo kumariny (napt. ellagova kyselina) (Sarno et al., 2011).
Ze syntetickych latek jsou to predevSsim polyhalogenované derivaty benzimidazolu
(Andrzejewska et al., 2003, Pagano et al., 2004) nebo pyrarozolo[1,5-a][1,3,5]triaziny
(Nie et al., 2008). Zatim jedinym inhibitorem CKII v Klinickém testovani je CX-4945, neboli
Silmitasertib, s benzo[c][2,6]naftyridinovym skeletem (Clinicaltrial.gov).
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Obrazek 11: Inhibitory kaseinkinazy 2.

Dalsimi kinazami zapojenymi do regulace CR jsou glykogensyntazakinaza 3 (GSK3)
a 5"AMP-aktivovana kindza (AMPK), které fosforyluji a destabilizuji hodinové proteiny
CLOCK, PER, REV-ERBa a CRY (Reischl a Kramer, 2011). Specifickymi inhibitory GSK3
(GSK3B) jsou Chir99021 (Ring et al., 2003), 1-azakenpaullon (Kunick et al., 2004)
a indirubin (Obrazek 12). Mezi nejznamé;jsi aktivatory AMPK patii AICAR (5-aminoimidazole-
4-karboxamid-1-B-D-ribofuranosid), ktery snizuje amplitudu oscilaci a prodluzuje periodu
cirkadianniho rytmu (Lamia et al., 2009), a metformin, ktery je pouzivan pro lé¢bu cukrovky 2.
typu, nebot’ snizuje jaterni produkci glukoézy a zlepSuje glykémii, aniz by stimuloval sekreci
inzulinu (Mosenzon et al., 2021). Metformin aktivuje AMPK a zaroven také jaterni CKla
a svalovou CKle. Tim dochazi k fazovému posunu genové exprese V jatrech a zpozdéni ve svalech
(Barnea et al., 2012).

Dalsi proteinkinazou, jejiz substratem je jedna z klicovych komponent cirkadianniho rytmu,
je cyklin-dependentni kindza 5 (CDK5), ktera fosforyluje CLOCK na reziduich Thr-451
a Thr-461 (Kwak et al., 2013). Fosforylace CLOCK proteinu vede k aktivaci transkripce diky
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zménam Vv jeho stabilité a subcelularni distribuci. Screening vice nez 1200 farmakologicky
aktivnich latek na cirkadianni BMALI1-LUC reportérové linii odhalil 11 latek, které
Vv koncentra¢ni zavislosti modulovaly periodu CR (Hirota et al., 2008). Mezi témito latkami byly
inhibitory/aktivatory proteinkindz, inhibitory polymerace mikrotubulli, inhibitory vstupu
Ca?" iontl nebo induktory DNA poskozeni. Indirubin-3’-oxim a Kenpaullon, inhibitory CDK
a GSK3 (Obrazek 12) zkracovaly periodu cyklu, zatimco Roskovitin (inhibitor CDK)
ji prodluZoval. Nasledné testovani GSK3 specifickych inhibitord (Chir99021, 1-Azakenpaullonu)
a umlc¢ovani GSK-3f pomoci siRNA ukazalo, ze inhibice GSK3[3 vede k fenotypu se zkracenou
periodou. Aplikace CDK specifickych inhibitory Purvalanolu A a NU6102 periodu CR spiSe
prodluzovaly (Hirota et al., 2008).
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Obrazek 12: Modulatory dalSich kinaz. A/ inhibitory GSK3 a CDK.* - GSK3 specifické inhibitory, ** - CDK
specifické inhibitory. B/ aktivatory AMPK.

2.3.1.5 Modulatory jadernych receptoru
Jaderné receptory hraji v regulaci cirkadiannich hodin kli¢ovou funkci. Krom¢ ROR a REV-ERB

receptortl stabilizacni smycky centralniho oscilatoru jsou piitomny také glukokortikoidovy
receptor (GR), androgenni receptory (AR), receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory
(PPAR), receptory kyseliny retinové (RAR) a retinoid X receptory (RXR), které se ucastni
regulace prostiednictvim implikace svych ligandi, jako modulatort cirkadianniho systému.
Androgenni receptor se fadi do skupiny steroidnich receptori, které zahrnuji dale receptory
estrogenni, progesteronové, glukokortikoidové, mineralokortikoidové a receptory vitaminu D
(Brinkmann et al., 1989). Zakladnim modulatorem AR je dehydroepiandrosteron
(DHEA /prasteron) (Obrazek 13). DHEA je metabolitem androgenniho 17-ketosteroidu

androsteronu a jedna se o jeden znejvice zastoupenych cirkulujicich steroidnich hormont
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v lidském téle. Je produkovany V nadledvinach, pohlavnich organech a mozku a slouzi jako
prekurzor testosteronu a estrogenti (estradiolu nebo estronu) Tamai a kol. ukazali, Ze dietarni
podavani DHEA vede u mysi k vyraznému zkraceni periody cirkadianniho rytmu a urychluje
ptechod do nasledujiciho cirkadianniho cyklu, ¢imZz redukoval u mysi navozeny jet-lag
(Tamai et al., 2018). Opacny efekt byl pozorovan pii podavani velmi vysokych davek DHEA,
kdy doslo naopak k prodlouZeni cirkadianniho periody a snizeni amplitudy (Rey et al., 2016).
Dalsimi potencionalnimi modulatory jsou deoxykortikosteron (21-hydroxyprogesteron),
11-deoxykortizol a 17-hydroxyprogesteron, u kterych bylo pozorovano prodlouzeni cirkadianni
periody (Tamai et al., 2018).
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HO o

DHEA 21-hydroxyprogesteron 11-deoxykortizol 17-hydroxyprogesteron

Obrazek 13: Modulatory androgennich receptori.

Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARa-y) jsou skupinou jadernych receptort,
které funguji jako transkripéni faktory regulujici genovou expresi (Michalik et al., 2006).
PPAR hraji vyznamnou roli vregulaci bunééné diferenciace, vyvoji a metabolismu
(Kersten et al., 2000). PPARa se podili na udrzovani cirkadiannich oscilaci v jatrech, nebot’ je
pfimym regulatorem exprese bmall vazbou na PPARa response element (PPRE) umisténym na
bmall promotoru (Canaple et al., 2006). Bylo ukazano, Ze Fenofibrat (Obrazek 14), synteticky
agonista PPAR, je schopen docasné indukovat rytmickou expresi bmall a dalSich hodinovych
genu cryl a rev-erb,. Zaroven je vSak BMALI nadfazenym regulatorem exprese PPARa. Tim
vznika nova regulacni draha cirkadianniho systému, v niz nékteré transkripéni faktory mohou
v ramci perifernich oscilatort plnit specifickou roli. V nasledné studii bylo ukazano, Ze na expresi

bmall a regulaci kardiovaskularniho rytmu se podili PPARY a rosiglitazon aktivator PPARy

(Wang et al., 2008).
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Obrazek 14: Modulitory PPAR receptorii.

2.3.1.6  Modulatory dalsich molekuldarnich cilu
Silent information regulator 1 (SIRTL1, Sirtuin 1) je NAD-dependentni deacetylaza, ktera je

lokalizovana primarn¢ v buné¢ném jadie a odstranuje acetylové zbytky proteinti nehistonové
povahy (Pillarisetti, 2008). SIRT asociuje s CLOCK a je pfijiman do CLOCK:BMAL1

chromatinového komplexu u cirkadiannich promotort. Jeho vazbou dochazi k potlaceni
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cirkadianni transkripce (Belden a Dunlap, 2008). Bylo popsano nékolik SIRT1 aktivatort
(STAC). Jedna se o zastupce benzimidazolovych slou¢enin (SRTCX1002, SRTCX1003),
chinolovych slou¢enin (SRTCD1023, SRTCL1015) a SRT2183 a SRT1720 (Yang et al., 2012)
(Obrazek 15), které snizuji expresi cirkadiannich genu, a které také snizuji amplitudu a prodluzuji
oscilaci (Bellet et al., 2013). Vyssi ucinnost vykazuji jeho derivaty SRT1460 a SRT2183
(Wood et al., 2004).
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2-(morfolinoethoxy) (SRTCX1003)  (R)-3-hydroxypyrrolidinyl (SRT2183) (SRTCD1023, SRTCL1015)

Obrazek 15: Modulatory SIRTL.

DNA topoizomerazy jsou enzymy ménici tercialni strukturu DNA (nadsroubovicové vinuti).
Jsou kli¢ovymi enzymy pro replikaci DNA, transkripci, rekombinaci a remodeling chromatinu
(Champoux, 2001). Potla¢uji transkripci bmall vazbou na stfedni oblast mezi dvéma RORE
elementy v promotoru. Inhibitory TOP1 jsou Camptothecin a Harmin. Camptothecin potlacuje
vazbu TOP a dochazi tak ke zlepSeni bmall transkripce a prodlouZeni cirkadianni periody
(Onishi a Kawano, 2012). Harmin prodluzuje cirkadianni periodu zvySenim transaktiva¢ni funkce
RORa (Kondoh et al., 2014). Inhibitory TOP2 Etoposid, Mitoxantron a Amsacrin indukuji
poskozeni DNA a cirkadianni periodu zkracuji (Hirota et al., 2008).
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Obrazek 16: Vybrané modulatory TOP.

2.3.2 Regulace cirkadianniho rytmu pomoci sekunddrnich molekularnich cili

V ramci patentové ochrany latek existuje celd fada modulatort, které upravuji cirkadianni
oscilace, ale zaroven neinteraguji s hlavnimi komponenty TTFL. Vyznamnym cilem je
serotoninovy receptor 7 (5-HT7), ktery je sprazen s Gs proteiny a stimuluje produkci cAMP
aktivaci adenylatcyklazy. Hraje dilezitou roli v regulaci cirkadianniho rytmu, spanku, nalady
a kognitivnich funkei (Liu et al., 2021). Ovliviiuje svételnou i nesvételnou regulaci CR zménou

citlivosti na svétlo, nebo modulaci uvoliovani serotoninu (Shelton et al., 2015).
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Piikladem inhibitoru 5-HT7 je antidepresivum Vortioxetin (Obrazek 17A), ktery prodluzuje délku
periody bioluminiscence PER2 (PER2:LUC) a indukuje opozdéni faze (Westrich et al., 2015).
Dalsim  modulatorem 5-HT; je 2-dipropylamin-8-hydroxy-1,2,3,4-tetrahydro-naftalen
(8-OH-DPAT), ktery indukuje nesvételny restart rytmu. Dale selektivni agonista LP-211
indukujici fazovy posun na spontanni cirkadidnni rytmus a agonista AS19 zkracujici délku

periody bioluminiscence PER2 (PER2:LUC) (Nikiforuk, 2015).
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Vortioxetin 8-OH-DPAT LP-211 AS19

Quinpirol SKF38393

Obrazek 17:Vybrané modulatory dalSich molekularnich cili. A/ Modulatory 5-HT7, B/ modulatory DRD3.

Dalsimi cili jsou trace amine receptor 1 (TAARI), ktery je modulovan pomoci
substituovanych azetinidovych sloucenin (Cecere et al., 2021b), morfolino-pyridinovych
derivati  (Galley et al.,  2018), 2-0x0-5-azabicyklo[2.2.1]heptan-3-yl derivata
(Cecere et al, 202la), 5-ethyl-4-methyl-pyrazol-3-karboxamidovych  derivati
(Galley et al., 2020), pyrazinovych derivati (Galley et al., 2016) ¢i substituovanych pyrazin[2.1.-
Alisochinolinovych derivata (Cecere et al., 2018c). Dale a7-nikotin acetylcholinovy receptor
modulovan pomoci aza(indolovych) derivati (Ledne et al., 2020a), thiadiazinovych derivata
(Ledne et al, 2020b) nebo  derivatd  pyrrolu  (Sinha et al, 2013).
Histaminovy H3 receptor modulovan antagonisty s piperidinovym jadrem (Ligneau et al., 2020)
¢i inverznimi agonisty s 1-(1-methyl-6-0xo0-1,6-dihydropyridazin-3-yl)piperidin-4-yl 4-
cyklobutylpiperazin-1 karboxylatovym zakladem (Johns et al., 2020), nebo dopaminovy receptor
D3 (DRD3) modulova agonisty quinpirolem a (Obrazek 17B) (Imbesi et al., 2009).

2.3.3  Terapie pasmové nemoci

Pro 1écbu jet-lagu mohou byt vyuZity farmakologické i nefarmakologické postupy. Dulezitou roli
hraje pfipadné preventivni opatieni, jako je napiiklad spanek béhem letu idealn€ v dobé, ktera
odpovida nocnim hodindm ve vybrané destinaci ¢i alespon kratké cykly odpocinku, které snizi

spankovou deprivaci. Déle je vhodné zdrzet se alkoholu a kofeinu a snazit se co nejdfive
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pfizptisobit Casovému pasmu vybrané destinace a vystavovat se dennimu zafeni
(Mendelson, 2007). Dalsi moznosti je aplikace farmak ze skupiny chronobiotik, ktera se pouzivaji
k 1é¢bé desynchronizace cirkadianniho rytmu, jako melatonin (Herxheimer a Petrie, 2002),
Amelteon ¢i Agomelatin. Ramelteon a Agomelatin jsou specifickymi agonisty receptoru M1/M2
melatoninu. V porovnani s melatoninem jsou vyhledavangjsimi diky svému az o 1-2 hodiny
delsimu biologickému polocasu a lepsi kompatibilit¢ vac¢i M1/M2 (Srinivasan et al., 2008).
Ramelteon je také pro své hypnotické ucinky ¢asto pouzivam pro navozeni spanku v prubehu letu
(Mendelson, 2007). Jinou moznosti je aplikace hypnotik Vv podobé benzodiazepini
nebo nondiazepinovych GABA-A agonistd (Zolpidem, Zaleton), ktera se nevazi na M receptory
jako chronobiotika, ale navodi spanek pfi ptijezdu do cilové destinace (Mendelson, 2007).

2.3.4 Chronoterapie

Terapeuticky vyznam cirkadiannich hodin je omezen predev§sim na doménu chronoterapie.
Ta zahrnuje vybér nejlepsiho ¢asového useku béhem denniho cyklu pro podani 1é¢iva tak, aby byl
zaruCen optimalni terapeuticky index a farmakokineticky profil, a zaroven doslo ke sniZeni
¢i eliminaci vedlejSich ucinkd, jako je napf. hematologicka toxicita (He a Chen, 2016).
Hlavnimi zdroji Casové proménlivych u€inkd [éCiv jsou pravé cirkadianni zmény ve
farmakokinetice a farmakodynamice (Dong et al., 2020). Personalizace chronoterapie vyZzaduje
pfedev§im znalosti cirkadidnniho rytmu a farmakogenomického profilu pacienta
(Levi a Schibler, 2007). V soucasné dobé je v€novana pozornost pravé nizkomolekularnim

modulatoriim cirkadianniho rytmu, jako preventivnimu opatieni patologickych stavi.

Neparametrické strhavini Parametrické strhavini

Cestovani na vychod

Fizovy posun

Cestovani na zapad

Fizové zpoidéni

Prodlouieni periody

Obrazek 18: Modely normalizace cirkadiannich rytmi enviromentalnim prostiedim. V ,neparametrickém*
modelu je normalizace dosahnuto fazovym posunem, ktery zpisobuji podnéty enviromentalniho prostredi (cyklus
svétla a tmy). Na druhé strané ,parametricky* model se soustiedi na rychlost pohybu cirkadiannich hodin, a
normalizace se dosahuje modulaci volné bézici periody. Na zéklad€ toho se pfedpoklada, Ze slouCeniny, které zvySuji
velikost fazového posunu snizuji pasmovou nemoc prostiednictvim neparametrického mechanismu, zatimco
slouceniny ke zkraceni a prodlouzeni periody snizuji paAsmovou nemoc zrychlenim nebo zpomalenim hodin, ¢imz se
zrychluje opétovna normalizace pfi cestovani na vychod, respektive na zapad (Tamai et al., 2018).
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EXPERIMENTALNI CAST
3  MATERIAL A METODY
3.1 Chemikalie

Pro piipravu derivata byly pouzity chemikalie: 2-aminomethylpyrazin,
4-aminomethylpyrimidin, cyklopentylmethanamin hydrochlorid, 2-isopropoxyethan-1-amin,
(1-methyl-1H-imidazol-2-yl)methanamin,  oxan-2-ylmethanamin,  oxetan-2-ylmethanamin,
oxetan-3-ylmethanamin,  pyridin-2-ylmethanamin,  pyridin-3-ylmethanamin,  pyridin-4-
ylmethanamin, pyridazin-3-ylmethanamin, (1H-pyrrol-2-yl)methanamin, thiazol-2-
ylmethanamin (Enamine); pyrimidin-4-yl-methanamin dihydrochlorid (Synthonix); kyselina
trifluoroctova (TFA) (Alfa Aesar); absolutni ethanol (EtOH), bezvody siran sodny, diethylether,
ethyl-acetat (EtOAC), hydrogenuhli¢itan sodny, chloroform, methanol (MeOH), n-propanol
(nPrOH), chlorid sodny, petrolether (PE) 40-60 °C, kyselina sirova (Lachner); triethylamin
(TEA), 25% vodny amoniak, 96% ethanol (VWR); 3,4-dihydro-2H-pyran, fetalni hovézi sérum
(FBS), 6-chlorpurin, Penicilin/Streptomycin roztok, rezasurin, trypsin, vanilin (Sigma Aldrich);
2,6-dichlorpurin, (Olchemin); Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Invitrogen).

Roztok vanilinu pro vizualizaci skvrn byl pfipraven smichanim 3,2 g vanilinu, 200 ml
EtOH, 1 ml koncentrované kyseliny octové a 2 ml koncentrované kyseliny sirové.
Sucha rozpoustédla, konkrétné suchy EtOAC byl piipraven dne protokolu Williams a Lawton,
prostfednictvim suSenim molekulovym sitem. Sito bylo zihano 24 h pti 300 °C a poté chlazeno
v exsikatoru. Po vychladnuti bylo aktivované molekulové sito piemisténo do vysusené
Erlenmayerovy bariky (120 °C, 2 h) a bylo pfidano rozpoustédlo (20 %, m/v). Nasledné probihalo
suseni po dobu 5 dni pod chlor-kalciovym uzavérem (Williams a Lawton, 2010).

Roztok fosfatového pufru (PBS) byl pfipraven smichanim 3,58 g Na:HPO4 x 12 H20,
0,2 g KH2PO4, 8 g NaCl, 0,2 g KCI v 950 ml H,0 s naslednou upravou pH na 7,4 doplnénim do

1 1 vodou a prefiltrovanim roztoku pies 0,22 pum filtr.
3.2  Bunécéné linie

Lidska osteosarkomova bunééna linie U20S s BMAL-1-LUC reportérem (Poskytl Dr. Marin
Sladek, Fyziologicky ustav AV CR), buné&éna linie lidskych koznich fibroblastd BJ (ATCC®
CRL-2522™) pyla pofizeny z American Type Culture Collection (ATCC) a linie lidskych
keratinocyti HaCaT z DKFZ Cell Line Service.

Kultivace bun¢k probihala v DMEM médiu, obsahujicim 5 g/l glukézy, 2mM L-glutamin,
100 U/ml penicilin, 100 pg/ml streptomycin a 10% fetalni hovézi sérum (Sigma) za standardnich
kultiva¢nich podminek (5,5 % CO-, 37 °C, 100% relativni vlhkost). Subkultivace byla provadéna
kazdé 2-3 dny.
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3.3  Metody

Pribéh reakci byl monitorovan prostfednictvim tenkovrstvé chromatografie (TLC)
na hlinikovych deskach obsahujici vrstvu silikagelu 60 Fzs4 (Macherey Nagel). Jako mobilni faze
byly pouzivany smési chloroform/methanol (9:1, v/v) nebo petrolether/ethyl-acetat (1:1, v/v).
Po vyvinuti byla vizualizace skvrn na TLC deskach provedena vystavenim desek ultrafialovému
zateni (254 nm) v UV kabinetu (Camag) nebo pouzitim roztoku vanilinu jako vizualiza¢niho
¢inidla.

Purifikace pfipravenych latek byla provadéna pomoci sloupcové kapalinové
chromatografie ve sklenénych kolonach na silikagelu Normasil 60 40-63 um (VWR) a s pouzitim
mobilnich smési chloroform/methanol s gradientem methanolu, ¢i petrolether/ethyl-acetat
s gradientem ethyl-acetatu. Nékteré produkty byly pieéistény pomoci preparativni HPLC
na pristroji Agilent 1290 Infinity Il s UV-VIS detektorem a hmotnostnim detektorem Agilent
InfinintyLab LC/MAD (Agilent Technologies). Latky byly rozpustény v 50% methanolu
a purifikovany na koloné Agilent 5Prep-C18 50%21,2 mm V linearnim gradientu 0 min — 10 % B,
0-12 min —90 % B pti priatoku 20 ml/min s pouzitim vody (A) a methanolu (B).

Stanoveni spektrofotometrické ¢istoty latek a jejich molekulové hmotnosti bylo provedeno
pomoci vysokou¢inné kapalinové chromatografie s UV/VIS detekci diodovym polem ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii (HPLC-DAD-MS) na pfistroji ACQUITY UPLC® H-class System
(Waters) a hmotnostnim spektrometru QDa (Waters) s kvadrupdlovym analyzatorem. VVzorek byl
pfipraven rozpusténim 1 mg latky v 1 ml methanolu a néaslednym 100x natedénim vodou.
Na kolonu Symmetry C18 (150%2,1 mm a porovitosti 5 um, Waters) bylo aplikovano 10 pl
vzorku a separace probihala gradientovou eluci v nasledujicim gradientu: 0" - 90% A, 25" -10%
A, 35 -10% A, 45" - 90% A. Jako mobilni faze byl pouzit 15 mM roztok mravenc¢anu amonného,
pH = 4 (A) a methanol (B). Detekce eluenti byla provedena pomoci DAD detektoru v rozmezi
vinovych délek 210-400 nm. Nasledné byl eluent z HPLC veden do iontového zdroje, kde
dochazelo k ionizaci molekul prostiednictvim elektrospreje. Méfeni byla provadéna v pozitivnim
modu (ESIY) a ionty byly detekovany ve FULLSCAN modu v rozsahu m/z 50-1000.

Spektra nuklearni magnetické rezonance (NMR) byla méfena na spektrometru Jeol
ECA-500 pti frekvencich 500 MHz pro *H a 125 MHz pro C. Latky byly rozpustény v
deuterovaném dimethylsulfoxidu (DMSO-ds), na jehoz signal byly poté kalibrovany chemické
posuny (*H = 2,49 ppm (DMSO-ds) a 3C = 39,5 ppm). Pro piifazeni *H a 3C signali byly
zméteny a pouzity také potiebné 2D experimenty jako COSY, HMQC nebo HMBC.
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3.4 Syntéza
3.4.1 Syntéza N9 substituovanych prekurzorii hydroaminaci

cl cl
Gy
X)‘\N/ H> )\

I (X=Cl) 0\5
(X = H)

Schéma 1: Postup pripravy prekurzori | a 1l pomoci hydroaminace. Reaké¢ni ¢inidla a podminky: 3,4-dihydro-
2H-pyran, TFA, EtOAc, 0 °C — 1t, 2 h.

K suspenzi 2,6-chlorpurinu/6-dichlorpurinu (2 g, 10,58 mmol/2 g, 12,94 mmol),
3,4-dihydro-2H-pyranu (2 ekv., 1,92 ml/1,3 ekv., 1,52 ml) v suchém EtOAc (21,16 ml/19,6 ml)
pod argonovou atmosférou byla za chlazeni v ledové lazni postupné prikapana TFA (1,8 ekv.,
1,41 ml/1,5 ekv., 1,49 ml). Poté byla ledova lazen odstranéna a suspenze byla vytemperovana na
laboratorni teplotu a michana po dobu 2 h. Po provedeni kontrolniho TLC bylo za chlazeni
Vv ledové lazni upraveno pH reakéni smési pomoci vodného amoniaku (25% roztok NHs/H-0, 2:3,
v/v) na hodnotu pH 9. V piipadé reakce | doslo alkalizaci ke vzniku bilé sraZzeniny. Pevny produkt
byl zfiltrovan a promyt vychlazenou H>O (2x 10 ml) vysusen v susarné pti 50 °C. Filtrat byl dale
extrahovan EtOAc (3x 25 ml). Spojené organické frakce byly promyty solankou (10 ml),
vysuSeny siranem sodnym zahustény na rotacni vakuové odparce (RVO). Produkt byl
rekrystalovan z methanolu. V ptfipadé reakce Il byla reakéni smés extrahovana EtOAC
(4% 10 ml). Spojené organické frakce byly promyty solankou (10 ml), vysuSeny siranem sodnym
a zahus$tény prostfednictvim rotacni vakuové odparky. Pevny produkt byl ziskan vymichanim
odparku za chlazeni v petroletheru.

3.4.2  Syntéza findlnich produktit prostiednictvim nukleofilni substituce v pozici C6
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8 (X=Cl) 9 (X=Cl) 10 (X=Cl) 11 (X=Cl) 12 (X=Cl) 13 (X=Cl) 14 (X=Cl)
22 (X=H) 23 (X=H) 24 (X=H)  25(X=H) 26 (X=H) 27 (X=H) 28 (X=H)

Schéma 2: Schéma piipravy finalnich latek: Reak¢ni ¢inidla a podminky: R-NH2, TEA, n-PrOH, 80/100 °C,
4/5/24 h.

V tlakové ampuli (Ace pressure tube) byla pod argonovou atmosférou zahtfivana suspenze

intermediatu | nebo 11 (typicky 100 mg, 0,366 mmol I/ 0,4189 mmol II) s pfislusnym aminem
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(1,2 ekv.) a TEA (typicky 2,5 ekv., 3,5 ekv., respektive 5 ekv. v ptipadé¢ mono- a di-HCI soli)
v NPrOH (3,6 ml 1/4,2 ml 1) pii reakéni teploté 80/100 °C po dobu 4/5/24 hodin. Po odreagovani
vychozi latky byla reakéni smés zahusténa na RVO. Odparek byl roziedén vodou (10 ml)
a produkt extrahovan EtOAc (4% 10 ml). Spojené organické faze byly promyty solankou (10 ml),
vysuseny siranem sodnym a zakoncentrovany na RVO. Produkty byly piecistény sloupcovou
chromatografii s mobilnimi fazemi chloroform/methanol, PE/EtOAC nebo pomoci preparativni
HPLC.

3.5 Biologické testovani

3.5.1 Testovini vlivu na cirkadianni rytmus

Testovani vlivu latek na cirkadianni rytmus bylo provadéno na lidské osteosarkomové bunééné
linii U20S nesouci BMAL1-LUC reportérovy systém (ATCC® HTB-96™). Do 384 jamkové
desky byly vneseny burniky v koncentraci 10 000 bunék/jamku v 20 pl kultivaéniho média.
Po dvou dnech byly bunky oSetfeny testovanymi slou¢eninami 0 finalni koncentraci 10 uM
v sedmi opakovanich. Latky byly davkovany pomoci pfistroje Echo® Nanodrop (Labcyte).
Jako pozitivni kontroly byly pouzity kinetin (N-furfurylpurin-6-amin) a 2,6-disubstituovany purin
identifikovany v knihovné latek Laboratote rastovych regulatorti (oznaceny v této praci jako PK).
Negativni kontrola bylo DMSO vehikulum. Do kazdé jamky bylo pfidano 80 ul DMEM média
bez fenolové Cervené, s vysokym obsahem glukozy (4500 mg/l) s 10% FBS, HEPES (10mM) a
luciferiniem (0,1mM). Deska byla piekryta PCR folii a luminiscence kazdé jamky byla méfena
10 sekund kazdou hodinu po dobu 120 hodin pomoci piistroje M2 plate reader (Tecan Systems,
37°C). Kone¢na analyza experimentu byla provedena s vyuZzitim skriptu CellularRhythm
v programovacim jazyce R (Hirota et al., 2008), ktery prolozil periodickou funkci namétenymi
hodnotami (body), pfi¢emz prvnich 20 hodin zaznamu bylo vyfazeno a nasledujicich 100 hodin

bylo pouzito pro analyzu.
3.5.2  Testovani cytotoxicity latek

Testovani cytotoxicity latek bylo provadéno na buné&énych liniich lidskych fibroblastd BJ
a lidskych keratinocytd HaCaT. Butiky byly vneseny do 96 jamkovych desek v koncentracich
5000 bun¢k (BJ), 7 000 bunek (HaCaT) v 80 ul kultivaéniho média. Po 24 hodinach bylo
provedeno oSetfeni bun€k testovanymi latkami, kdy do jamky bylo pfidano 20 pl roztoku
testované latky ve finalni koncentraci 100 uM (0,1 % DMSQO). DMSO bylo pouzito jako negativni
kontrola. Po 72 h inkubaci bylo do jamek pfidano 20 pl 5-krat koncentrovaného roztoku
resazurinu v kultiva¢nim médiu (finalni koncentrace 12,5 pg/ml) a po tfech hodinach byla

zmeétena fluorescence pii vinovych délkach Aex = 544 nm a Aem = 590 nm.
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4  VYSLEDKY A DISKUZE

Tato diplomova prace vznikla ve spolupraci s vyzkumnou skupinou Dr. Jifiho Vollera, ktera se
dlouhodobé zabyva studiem vlivu rostlinnych hormoni na cirkadianni rytmus lidskych bunék.
Inspiraci bylo zjisténi, ze kinetin (N-furfurylpurin-6-amin) v riznych modelech prodluzuje
periodu cirkadianniho rytmu (Dr. J.Voller — Gstni sdéleni).
Cilem préce bylo zjistit, jak v sérii 9-substituovanych purind skupina v pozici C6 s alifatickym,
cyklickym nebo heterocyklickym charakterem ovlivni cirkadianni periodu lidské osteosarkomové
bunécné linie nesouci gen pro luciferazu pod kontrolou promotoru hodinového genu bmall
(Poskytl Dr. Martin Sladek, Fyziologicky tstav AV CR).

Modifikace vychozich molekul purinu (2,6-dichlorpurin — 2Cl linie, 6-chlorpurin — 2H linie)
spo¢ivala v prvnim kroku v hydroaminaci purinu v pozici N9 na 3,4-dihydro-2H-pyran
katalyzovanou trifluoroctovou kyselinou a nasledné v nukleofilni substituci chloru v pozici C6

pomoci odpovidajiciho aminu a TEA jako pomocné baze za horka v nPrOH (Schéma 3).

M2 \>—> xt\> —
XCl) 1 (X=ClI) \5 1-14 (X=Cl) \5
I1(X=H) I1(X=H) 15-28 (X=H)
=0 oS B D 0 T D
(X=CI)

1 (X=Cl) 2 (X=Cl) 3 (X=Cl) 4 5 (X=Cl) 6 (X=Cl) 7 (X=Cl)
15 (X=H) 16 (X=H) 17 (X=H) 18(X H) 19(x H) 20 (X=H) 21 (X=H)
/\
SO NS S YOS INUSIS GV SN
8 (X=Cl) 9 (X=Cl) 10 (X=Cl) (X=Cl) 12 (X=Cl) 13 (X=Cl) 14 (X=Cl)
22 (X=H) 23 (X=H) 24 (x H) 25 (x H) 26 (X=H) 27 (x H) 28 (X=H)

Schéma 3: Schéma syntézy finalnich produkti. Reakéni ¢inidla a podminky: i) 3,4-dihydro-2H-pyran, TFA, EtOAc,
0 °C — 1t, 2 h, ii) R-NHz, TEA, n-PrOH, 80/100 °C, 4/5/24 h.

Prvnim krokem syntézy byla tetrahydropyranylace purinu v poloze N9. Tato hydroaminaéni
reakce se obvykle provadi v ethyl-acetatu pii teplotach (od laboratorni po reflux, nejcastéji
pii 50°C) a v kyselém prostiedi, nejcastéji Vv pfitomnosti kyseliny p-toluensulfonové
(Wuetal., 2015), dale naptiklad kyseliny benzensulfonové (Moon et al., 2020), kafr-10-sulfonové
(Matheson et al., 2020) nebo TFA (Sziicova et al., 2009). Vytézky reakci se pohybuji v rozmezi
od 62-100 %. V porovnani s diive publikovanym postupem pro syntézu prekurzoru Il (Sziicova
et al., 2009), byl zvolen mensi nadbytek reakéniho Cinidla a lehce pozménéno zpracovani reakéni
smési. Vytézky reakci v§ak zistaly srovnatelné (90 %), viz Tabulka 2. Pro ptipravu prekurzoru |
byl zvolen analogicky postup jako u Il, pfi¢emz v priabéhu chlazeni a Gpravy pH reakéni smési

doslo k vypadnuti pevného podilu ve vysoké Cistoté. Zbyvajici Cast produktu byla ziskana
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extrakci mate¢ného louhu ethyl-acetitem a naslednou rekrystalizaci z methanolu.

Celkovy vytézek reakce byl vSak jen 67 %.

Tabulka 2: Pfehled N9-substitiovanych prekurzori s jejich charakteristikou pf¥ipravenych prostfednictvim
hydroamina¢nich reakci.  V hmotnostnim spektru byly pozorovany pouze piky m/z odpovidajici fragmentim
[M-THP+H]".

Substituce na purinu Vytézek HPLC-UV/VIS

Litka —5010haC2 Poloha C6 [%6] [min; %] ESI*-MS
| Cl Cl 67 19,7; 100 189,12
1 H Cl 90 14,3; 99,9 155,12

Nasledné byl u prekurzort | a Il substituovan chlor v pozici C6 ¢trnacti odlisSnymi aminy
s alifatickym, cyklickym nebo heterocyklickym charakterem. Bylo tak piipraveno celkem 28
finalnich latek vytvaiejicich dvé syntetické vétve na zaklad¢ rozdilného substituentu v pozici C2
(Tabulka 3). Reakce byly provadény zahiivanim vychozich latek v tlakovych ampulich v nPrOH
a ptitomnosti TEA jako pomocné baze pti 100 °C po dobu 4 h. Poté byla provedena kontrolni
TLC, zda doslo k odreagovani vychozich intermediatii | a 11, a reakéni smési byly zpracovany
dle standardniho protokolu. U latek 2, 7 a 15 bylo nezbytné prodlouzit reak¢ni ¢as o 1 hodinu a
Vv piipadé latek 13, 18, 22, 28 byly reakéni smesi zahtivany
do nasledujiciho dne. V ptipade latek 8, 22 a 26 byly reakce provadény pouze pii 80 °C.
Vytézky reakci se pohybovaly v rozmezi od 11 do 95 %. Tato fluktuace byla zptisobena obtiznou
purifikaci produkti, danou piedevsim polaritou latek, kdy kromé& klasické sloupcové
chromatografie byly nékteré latky purifikovany pomoci preparativni HPLC (17, 20, 22, 25, 27).

Latku 26 se zatim bohuzel nepodatilo purifikovat.
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Tabulka 3: Prehled p¥ipravenych finalnich latek s jejich charakteristikou syntetizovanych z prekurzori I a IT
nukleofilni substituci chloru v pozici C6. Reakce byla provadéna s TEA jako pomocnou bazi a v nPrOH pfi teploté
80% 100 °C a reakénim &ase 4/ 5/ 24 hodin. RC (reakéni doba): @ — reakéni teplota 80 °C, P - preisténo pomoci
preparativni HPLC, * - amin ve formé hydrochloridu, pouzito 3,5 ekv. TEA, ** - amin ve formé dihydrochloridu, pouzito

5 ekv. TEA.
Ltk Substituce na %’S?;Li?ggmpyran'z'y')' RC  Vytéiek HPLC-UVNVIS — ESI+-MS
2 Cs [h] [%] [min; %] [M+H]+
1 Cl (pyrrol-2-yl)methylamino 4 44 20,5; 97,9 3333
2 Cl (1-methylimidazol-2-yl)methylamino 5 47 12,8;99,9 348,2
3 Cl (1,3-thiazol-2-yl)methylamino 4 91 20,2; 99,9 351,2
4 Cl (pyridin-2-yl)methylamino 4 87 19,5; 99,9 345,2
5 Cl (pyridin-3-yl)methylamino 4 79 19,0; 99,1 345,2
6 Cl (pyridin-4-yl)methylamino 4 87 18,4;99,9 345,2
7 Cl (pyridazin-3-yl)methylamino 5 27 17,1, 98,0 346,2
8 Cl (pyrimidin-4-yl)methylamino** 42 59 17,2; 93,0 346,3
9 Cl (pyrazin-2-yl)methylamino 4 77 17,7,99,0 346,3
10 Cl (cyklopentyl)methylamino* 4 52 26,0; 99,9 336,3
11 Cl (oxetan-2-yl)methylamino 4 80 18,6; 99,9 324,3
12 Cl (oxetan-3-yl)methylamino 4 85 18,1; 99,9 324.2
13 Cl (oxan-2-yl)methylamino 24 87 22,5:99,9 352,3
14 Cl 2-isopropoxyethylamino* 4 54 22,1;99,0 340,0
15 H (pyrrol-2-yl)methylamino 5 46 16,6; 97,0 299,1
16 H (1-methylimidazol-2-yl)methylamino 4 38 8,4; 99,0 314,1
17 H (1,3-thiazol-2-yl)methylamino 4 110 15,7;99,9 317,2
18 H (pyridin-2-yl)methylamino 24 51 15,6; 99,0 311,3
19 H (pyridin-3-yl)methylamino 4 54 14,5; 99,0 3121
20 H (pyridin-4-yl)methylamino 4 95b 13,0; 99,9 311,3
21 H (pyridazin-3-yl)methylamino 4 60 12,7;99,9 312,3
22 H (pyrimidin-4-yl)methylamino** 248 330 13,3;99,9 312,2
23 H (pyrazin-2-yl)methylamino 4 43 13,7;99,9 312,3
24 H (cyklopentyl)methylamino* 4 80 22,1;98,0 302,3
25 H (oxetan-2-yl)methylamino 4 83P 14,1; 99,9 290,2
26 H (oxetan-3-yl)methylamino 42 43b 13,6; 42,6 290,3
27 H (oxan-2-yl)methylamino 4 70° 19,2; 99,9 318,3
28 H 2-isopropoxyethylamino* 24 74 18,5; 99,9 306,1

Modulace periody cirkadianniho rytmu byla sledovdna na lidské osteosarkomové

bunécné linii U20S s BMAL1-LUC reportérovym systémem, ktery je zalozen na rytmické

expresi luciferazy (LUC) pod kontrolou bmall promotoru. V pfitomnosti enzymu dochazi

k oxidaci luciferinu a nasledné k jeho dekarboxylaci. Rozklad luciferinu je doprovazen emisi

energie ve formé svétla (bioluminiscence). Pro bunéénou linii U20S se pfirozena perioda

pohybovala kolem 24 hodin (Graf 1).
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Graf 1 :Ukazka zaznamu méfeni luminiscence v jednotlivych jamkach 384-jamkové desky a proloZeni
periodické funkce pro bunéénou linii U20S. Zobrazena zdznam cirkadidnniho rytmu kontroly syntetizované latky 2.
Primérna délka periody kontroly je ptiblizn€ 24 hodin. V ptipad¢ latky 2 bylo naméteno prodlouzeni periody na 28,5
hodin.

Latky byly testovany ve fixni koncentraci 10 uM a jako pozitivni kontrola byl pouzit
ekvimolarni kinetin a 2,6-disubstituovany purin identifikovany J. Vollerem v knihovné¢ latek
Laboratofe rustovych regulatord a oznaceny v této praci jako PK. Jako negativni kontrola slouzilo
DMSO vehikulum. VSechny testované latky prodluzovaly periodu oproti DMSO. U méné
aktivnich latek (5-10, 15, 16, 18, 19, 23, 24) doslo k prodlouzeni od nékolika minut po 2 hodiny
2 bylo pozorovano prodlouzeni o 4 hodiny. V piipadé kinetinu nebyl naméfen zadny vliv pii
pouzité koncentraci (== 24,4 h), latka PK periodu prodlouzila na == 25,0 h. Latky s chlorem
v pozici C2 vykazovaly obecné vyssi biologickou aktivitu nez odpovidajici 2H analoga. U série
latek s 2-chlor substituci pattily slou¢eniny 8 (= 26,0 h) a 10 (== 25,1 h) k méné aktivnim. Tyto
derivaty zahrnovaly (pyrimidin-4-yl)methylamino a (cyklopentyl)methylamino substituent
v pozici C6. K nejaktivnéj$§im naopak patfily latky 1-4 substituované v pozici C6 (pyrrol-2-
yDmethylamino, (1-metylimidazol-2-yl)methylamino, (1,3-thiazol-2-yl)methylamino, (pyridin-
2-yl)methylamino, (pyrazin-2-yl)methylamino skupinou. Preferovany jsou tedy péticlenné
dusikaté heterocykly pted Sesticlennymi dusikatymi heterocykly s vyjimkou (pyridin-2-
yl)methylamino substituentu. Biologicka aktivita latek 2H série derivata byla viceméné

srovnatelna a zadna z latek v ramci této série extrémné nevybocovala.
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Graf 2: Vliv latek na periodu cirkadianniho rytmu. Latky byly testovany v 10 uM koncentraci. Jako pozitivni
kontroly byly pouzity K (kinetin), PK (pozitivni kontrola 6,9-disubstituovany purin) a jako negativni kontrola DMSO.
Nameéfené periody pro nejaktivngjsi latky byly 1 (== 26,7 h), 2 (== 28,5 h), 3 (== 27,0 h), 4 (== 27,7 h). Dolni a horni
hranice bilého obdélniku oznaduji prvni a tieti kvartil, silna ¢ara uprostfed median. Usetky odpovidaji vzdalenosti mezi
horni/spodni hranici obdélniku a poslednim bodem, jehoZz vzdalenost od hranice obdélniku neptesahuje +/- 1,5x
hodnotu rozdilu mezi kvartily. Body jsou odlehlé hodnoty.

K orienta¢nimu hodnoceni terapeutického indexu v 96 jamkovych mikrotitra¢nich deskach
byly latky testovany na nenddorovych lidskych liniich BJ (kozni fibroblasty) a HaCaT
(keratinocyty). Byl pouzit test zalozeny na kvantifikaci metabolické redukce slabé
fluorescentniho resazurinu na siln€¢ fluorescenéni resofurin. Byl sledovan vliv 72 hodinového
pusobeni latek o 6 koncentracich, kdy maximalni koncentrace byla 100 uM. Dalsi koncentrace
poté odpovidaly trojndsobné (piipadné dvojnasobné) fedici fadé. Kontrolni série bunék byla
ovlivnéna DMSO vehikulem.

Latky nemély zZadny nebo limitovany (snizeni signalu < 20 %) toxicky efekt v koncentracich
11,1 uM nebo 12,5 uM, které jsou blizké pouzité koncentraci pii testovani vlivu na periodu
cirkadiannich oscilaci (10 uM). Pokles o vice nez 50 % ve sledovaném koncentra¢nim rozmezi

byl dosazen jen v piipad¢ latek 2, 6, 10 pro linii HaCaT a 2 pro linii BJ (Graf 3).

41



1,2

0,8

0,6

0,4

Relativni velikost signalu

0,21 @ 4

1 10 100
Koncentrace [uM]

Graf 3: Ukazka hodnoceni toxicity latek viici linii HaCaT pro latky na jedné mikrotitraéni desce. Latky byly
testovany v triplikatu, body se ale asteéné prekryvaji. Sedé ¢ary oznatuji minimum, primér a maximum signalu pro
hexaplikat kontrolnich bunék. Je zobrazeno hodnoceni toxicity latek 4, 10, 24 pti maximalni koncentraci 100 pM.
Grafy hodnoceni toxicity ostatnich latek jsou soucasti ptilohy na CD.

Vsechny piipravené latky jsou chiralni, pficemz nékteré obsahuji vice chiralnich center
(C2 na THP, C2/C3 na oxetanu, C2 na oxepanu), a je mozné, ze jsou testované vzorky smésmi
R a S enantiomert. Enantiomery mohou vykazovat odliSnou biologickou aktivitu a v pfipadé
2 chiralnich center dostdvame potencionalné az 4 latky, které se mohou lisit biologickou aktivitou.
Stavajici analytické techniky pracovisté neumoziiuji jednoznacné urcit sloZzeni smési a pomér
enantiomerd/diastereomerdl. Zaroven miZze smés vykazovat odliSnou aktivitu od izolovanych
Cistych latek jednoho druhu. Pro budouci testovani by tudiz mélo dojit k separaci jednotlivych
enantiomerd/diastereomert a biologickému testovani ¢istych latek.

Na modulaci periody cirkadianniho rytmu reportérové bunééné linie se zatim bohuzel
povedlo otestovat pouze vybrané syntetizované latky (1-10, 15, 16, 18, 19, 23, 24). Testovani

ostatnich latek v dob¢ odevzdani prace jesté stale probihalo.
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5 ZAVER

Cilem diplomové prace bylo v prvni fad¢ provedeni literarni reSerSe na téma cirkadianni
rytmus u Clovéka a jeho patologie, pasmova nemoc (jet-lag) a nizkomolekularni organické
modulatory cirkadidnniho rytmu. Praktickd c¢ast poté zahrnovala syntézu potencialnich
modulatori zalozenych na purinovém skeletu a jejich testovani na lidské osteosarkomové
bunécné linii nesouci gen pro luciferazu pod kontrolou promotoru hodinového genu bmall.

Celkem bylo pripraveno celkem 28 derivatd 9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)purinu
se substituentem alifatického, cyklického nebo heterocyklického charakteru v pozici CB6.
Jejich Cistota a struktura byla ovéfena dostupnymi fyzikalné-chemickymi metodami.
Tento soubor latek tvofily dvé paralelni série, jedna s atomem chloru v pozici C2 a druha
s atomem vodiku. Zamérem bylo zjistit, jak substituent v pozici C6 ovlivni periodu cirkadianniho
rytmu reportérové linie a jak se budou funk¢né lisit 2Cl a 2H derivaty. Prevazna ¢ast ptipravenych
latek v koncentraci netoxické pro nenadorové bunky prodluzovala periodu cirkadidnniho rytmu
vrozmezi od nékolika desitek minut po 2 hodiny (5-10, 15, 16, 18, 19, 23, 24).
Aplikace latek 1, 2, 3, 4, 9 vedla k prodlouzeni periody nad 2 hodiny, pfi¢emz U nejaktivnéjsi
latky 2 bylo zaznamenano prodlouzeni o 4 hodiny. Nejvétsi aktivita byla zaznamenana u latek,
které obsahovaly chlor v pozici C2 purinu. Z vysledki vyplyva, ze atom chloru v pozici C2 purinu
ma pozitivni roli, a zaroven jsou Vv pozici 6 preferovany péti¢lenné heterocykly. Pfi testovani
cytotoxicity na bunéénych liniich HaCaT a BJ nevykazovala zadna latka vyznamny cytotoxicky
efekt v koncentracich pouzitych pro studium vlivu na cirkadianni rytmus.

Vzhledem k tomu, Ze vSechny aktivni molekuly jsou chiralni a v nékterych pfipadech
obsahuji dokonce vice chiralnich center, bylo by vhodné izolovat jejich R a S enantiomery pro
ovéfeni biologického vlivu a zjistit, zda ma konfigurace chiralniho centra vliv na biologickou
aktivitu latky nebo ne. Pfedmétem dalSich studii bude také zjisténi a popis mechanismu u¢inku

testovanych latek, ktery neni dosud znam.
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PRILOHY
Piiloha 1: Fyzikalné chemické vlastnosti pfipravenych latek

2,6-dichlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin (1)

N Bila pevna latka, sumarni vzorec: C10H10CI2N4O, vytézek: 44 %, HPLC-UV/VIS
N)\IN\ reten¢ni ¢as, Cistota (min; %): 19,68; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 189,1
CI/H\N/ N> (100, [*3CI-M-THP+H]"), 191,1 (62, [*°CI,3"CI-M-THP+H]").
@ 'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,56-1,61 (m, 2H, THP H5, THP H5¢),
1,70-1,80 (m, 1H, THP H4), 1,94-2,01 (m, 2H, THP H3, THP H4°), 2,21-2,29
(m, 1H, THP H3°), 3,70-3,76 (m, 1H, THP H®6), 4,01 (dd, J = 10,7; 1,5 Hz, 1H, THP H6), 5,73
(dd, J = 10,9; 2,0 Hz, 1H, THP H2°), 8,95 (s, 1H, pur H8). **C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) &
(ppm): 22,0 (THP C4), 24,3 (THP C5), 29,6 (THP C3), 67,7 (THP C6), 81,6 (THP C2), 130,5

(pur C5), 146,4 (pur C8), 149,9 (pur C6), 151,23 (pur C2), 152,75 (pur C4).

6-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin (1)

o] Nazloutla pevna latka, sumarni vzorec: CioH1:CIN4O, vytézek: 90 %, HPLC-
NTS N\> UV/VIS retenéni ¢as, Cistota (min; %): 14,32; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]):
@ 155,1 (100, [**CI-M-THP+H]"), 157,1 (32, [*’CI-M-THP+H]*). *H-NMR (500

MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 1,56-1,61 (m, 2H, THP H5, THP H5°), 1,69-1,79 (m,
1H, THP H4), 1,96-2,02 (m, 2H, THP H3, THP H4°), 2,29-2,37 (m, 1H, THP H3),
3,68-3,74 (m, 1H, THP H6), 3,99-4,03 (m, 1H, THP H6°), 5,78 (dd, J = 10,9; 2,3 Hz, 1H), 8,80
(s, 1H, pur H2), 8,92 (s, 1H, pur H8). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 22,2 (THP C4),
24,4 (THP C5), 29,6 (THP C3), 67,7 (THP C6), 81,6 (THP C2), 130,9 (pur C5), 145,6 (pur C8),
149,2 (pur C6), 151,3 (pur C4), 151,8 (pur C2).

N-[(1H-pyrrol-3-yl)methyl]-2-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (1)
Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi PE/EtOAc (6:1, v/v)

HN
\
% s gradientem EtOAc. Bila pevna latka, sumarni vzorec: C1sH17CINgO, vytézek:

(intenzita, [ion]): 170,1 (40, [*CI-Ade+H]"), 172,1 (12, [*'CI-Ade+H]"), 249,0

o (92, [*CI-M-THP+H]"), 251,0 (30, [*’CI-M-THP+H]*"), 254,2 (52, [*Cl-Ade-

THP+H]"), 256,0 (15, [¥'CIl-Ade-THP+H]"), 333,3 (100, [**CI-M+H]") 335,3

(40, [*’CI-M+H]*). *H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,55 (bs, 2H, THP H5, THP H5°),
1,68-1,77 (m, 1H, THP H4), 1,90-1,95 (m, 2H, THP H3, THP H4°), 2,16-2,24 (m, 1H, THP H3°),
3,65-3,70 (m, 1H, THP H6), 3,98 (d, J = 10,4 Hz, 1H, THP H6°), 4,58 (bd, J = 5,8 Hz, 2H, CH>-
pyrrol), 5,56 (d, J = 10,7 Hz, 1H, THP H2), 5,90 (s, 2H, pyrrol H3, pyrrol H4), 6,62 (dd, J = 4,1,
2,3 Hz, 1H, pyrrol H5), 8,37 (s, 1H, H8), 8,50 (t, J = 5,3 Hz, 1H, pur NH), 10,53 (bs, 1H, pyrrol

NH 44 %. HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota (min, %): 20,45, 96,5. ESI*-MS m/z
NTXN
Y
CI/kN N
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NH). BC-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 22,3 (THP C4), 24,5 (THP C5), 29,9 (THP C3),
36,7 (CHz-pyrrol), 67,6 (THP C6), 80,8 (THP C2), 105,9 (pyrrol C3), 107,2 (pyrrol C4), 117,1
(pyrrol H5), 118,1 (pur C5), 128,5 (pyrrol C2), 139,3 (pur C8), 149,2 (pur C4), 153,3 (pur C2),
154,7 (pur C6).

2-chlor-N-[(1-methyl-1H-imidazol-2-yl)methyl]-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-
amin (2)

Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH

\EN (100:0, v/v) sgradientem MeOH. Bila pevna latka, sumarni vzorec:

NH Ci1sH1sCIN7O, vytézek: 47 %. HPLC-UV/VIS retenéni cCas, Cistota (min; %):
Py :\> 12,77; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 264,1 (80, [**CI-M-THP+H]"),
@ 266,1 (28, [*'CI-M-THP+H]*), 348,2 (100, [**CI-M +H]*), 350,2 (30, [*'CI-M-
THP+H]*). *H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,53-1,58 (m, 2H, THP
H5, THP H5), 1,67-1,76 (m, 1H, THP H4), 1,90-1,95 (m, 2H, THP H3, THP H4*), 2,19 (qd,
J=11,9; 3,4 Hz, 1H, THP H3*), 3,65-3,69 (m, 1H, THP H6), 3,71 (s, 3H, imidazol-Me), 3,98 (d,
J = 12,2 Hz, 1H, THP Hé6%), 4,63 (bd, J = 4,3 Hz, 2H, CH»-imidazol), 5,56 (dd, J = 10,7;
1,5Hz, 1H, THP H2), 6,76 (s, 1H, imidazol H4), 7,05 (s, 1H, imidazol H5), 8,39 (s, 1H, pur H8),
8,65 (t, J = 4,9 Hz, 1H, pur NH). ®C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 22,3 (THP C4), 24,5
(THP C5), 29,9 (THP C3), 32,4 (imidazol-Me), 36,0 (CH,-imidazol), 67,6 (THP C6), 80,8 (THP
C2), 118,1 (pur C5), 121,6 (imidazol C5), 126,4 (imidazol C4), 139,6 (pur C8), 144,2 (imidazol
C2), 149,3 (pur C4), 153,0 (pur C2), 154,6 (pur C6).

—N

2-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)-9H-purin-6-amin (3)

\ Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH
SN
\[ (100:0, v/v) s gradientem MeOH a poté pomoci preparativni HPLC. Bila pevna
NH
N latka, sumarni vzorec: C14H1sCINgOS, vytézek: 91 %. HPLC-UV/VIS reten¢ni
N

P N\> Cas, Cistota (min; %): 20,16; 99,9 ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 267,0 (100,

Q  [®CI-M-THP+HJ*), 269,0 (35, [F’CI-M-THP+H]*). 'H-NMR (500 MHz,

DMSO-ds) § (ppm): 1,55 (bs, 2H, THP H5, THP H5¢), 1,68-1,77 (m, 1H, THP

H4), 1,94 (bd, J = 10,7 Hz, 2H, THP H3, THP H4%), 2,21 (g, J = 11,3 Hz, 1H, THP H3°),

3,66-3,71 (m, 1H, THP H6), 3,99 (d, J = 11,3 Hz, 1H, THP H6*), 4,90 (bd, J = 4,6 Hz, 2H,

CHa-thiazol), 5,58 (d, J = 9,8 Hz, 1H, THP H2), 7,59 (d, J = 3,1 Hz, 1H, thiazol H5), 7,73 (d,

J = 3,4 Hz, 1H, thiazol H4), 8,44 (s, 1H, pur H8), 9,15 (t, J = 5,5 Hz, 1H, pur NH). ¥C-NMR

(125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 22,3 (THP C4), 24,4 (THP C5), 29,8 (THP C3), 41,6

(CHa-thiazol), 67,7 (THP C6), 80,9 (THP C2), 118,2 (pur C5), 120,1 (thiazol C5), 140,0 (pur C8),
142,2 (thiazol C4), 149,6 (pur C4), 153,0 (pur C2), 154,6 (pur C6), 168,8 (thiazol C2).
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2-chlor-N-(pyridin-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (4)

_ Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH
"EP (100:0, v/v) sgradientem MeOH. Bila pevna latka, sumarni vzorec:
NH Ci16H17CIN6O, vytézek: 87 %. HPLC-UV/VIS retencni Cas, Cistota (min; %):
CI)N\)N\/I:\> 19,47; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 261,1 (100, [*CI-M-THP+H]"),
@ 263,1 (30, [*CI-M-THP+H]*), 3452 (20, [*CI-M+H]") 347,2 (8,
[F’CI-M+H]"). *H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,56 (bs, 2H, THP H5,
THP H5¢), 1,68-1,77 (m, 1H, THP H4), 1,94 (bd, J = 9,2 Hz, 2H, THP H3, THP H4*), 2,22 (qd,
J=12,2; 3,5 Hz, 1H, THP H3*), 3,766-3,71 (m, 1H, THP H6), 3,99 (d, J = 11,6 Hz, 1H, THP
H6°), 4,74 (bd, J = 5,8 Hz, 2H, CH-py), 5,57 (d, J = 9,8 Hz, 1H, THP H2), 7,26 (dd, J =7,0; 4,8
Hz, 1H, py H5), 7,29 (d, J = 7,9 Hz, 1H, py H3), 7,73 (t, J = 7,3 Hz, 1H, py H4), 8,42 (s, 1H, pur
H8), 8,50 (d, J = 4,3 Hz, 1H, py H6), 8,81 (t, J = 5,8 Hz, 1H, pur NH). ®C-NMR
(125 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 22,3 (THP C4), 24,5 (THP C5), 29,9 (THP C3), 44,9
(CH2-py), 67,6 (THP H6), 80,9 (THP H2), 118,2 (pur C5), 120,8 (py C3), 122,1 (py C5), 136,7
(py C4), 139,6 (pur C8), 148,9 (py C6), 149,3 (pur C4), 153,2 (pur C2), 155,0 (pur C6), 158,0 (py
C2).

2-chlor-N-(pyridin-3-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (5)

N Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH

! .
Z (100:0, v/v) sgradientem MeOH. Oranzova pevna latka, sumarni vzorec:
NH C16H17CIN6O, vytézek: 79 %. HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %):

J\\/ :\> 19,01; 99,1. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 345,2 (100, [*CI-M+H]"), 347,2
@ (32, [’CI-M+H]"). *H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,53-1,58 (m, 2H,

THP H5, THP H5¢), 1,67-1,76 (m, 1H, THP H4), 1,90-1,95 (m, 2H, THP H3,
THP H4¢), 2,15-2,23 (m, 1H, THP H3¢), 3,65-3,70 (m, 1H, THP H6), 3,98 (d, J = 12,2 Hz, 1H,
THP H6%), 4,64 (bd, J = 4,3 Hz, 2H, CH-py), 5,56 (dd, J = 10,9; 2,0 Hz, 1H, THP H2), 7,34 (dd,
J=17,6; 49 Hz, 1H, py H5), 7,74 (d, J = 7,6 Hz, 1H, py H4), 8,40 (s, 1H, pur H8), 8,44 (d, J =
4,0 Hz, 1H, py H6), 8,57 (d, J = 1,5 Hz, 1H, py H2), 8,93 (t, J = 5,8 Hz, 1H, pur NH). *C-NMR
(125 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 22,3 (THP C4), 24,4 (THP C5), 29,9 (THP C3), 41,0 (CHz-py),
67,6 (THP C6), 80,8 (THP C2), 118,1 (pur C5), 123,5 (py C5), 134,6 (py C3), 135,3 (py C4),
139,6 (pur C8), 148,0 (py C6), 148,8 (py C2), 149,3 (pur C4), 154,8 (pur C6).
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2-chlor-N-(pyridin-4-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (6)

N Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH
| . .

S (100:0, v/v) s gradientem MeOH a poté pomoci preparativni HPLC. Svétle hnéda
NH pevna latka, sumarni vzorec: CisH17CINgO, vytézek: 87 %. HPLC-UV/VIS

P :\> reten¢ni ¢as, Cistota (min; %): 18,36; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 345,2
o (100, [*CI-M+H]*) 347,2 (32, [*’CI-M+H]"). *H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8
(ppm): 1,55 (bs, 2H, THP H5, THP H5¢), 1,67-1,77 (m, 1H, THP H4), 1,93 (bd,

J =8,9 Hz, 2H, THP H3, THP H4°), 2,17-2,25 (m, 1H, THP H3¢), 3,65-3,70 (m, 1H, THP H6),
3,98 (d, J=11,0 Hz, 1H, THP H6°), 4,66 (bd, J = 5,5 Hz, 2H, CH»-py), 5,56 (d, J = 10,4 Hz, 1H,
THP H2), 7,30 (d, J = 5,2 Hz, 2H, H,), 8,42 (s, 1H, H8), 8,48 (d, J = 5,8 Hz, 2H, Hn), 8,95 (t, J =
6,0 Hz, 1H, pur NH). *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 22,3 (THP C4), 24,4 (THP C5),
29,9 (THP C2), 42,3 (CH»-py), 67,6 (THP C6), 80,9 (THP C2), 118,15 (pur C5), 122,1 2% C, py
Co), 139,7 (pur C8), 148,2 (py C1), 149,4 (3x C, pur C4, py Cn), 153,2 (pur C2), 154,9 (pur C6).

2-chlor-N-(pyridazin-3-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (7)

N7 Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH
N;EI (100:0, wv/v) sgradientem MeOH. Bilda pevna latka, sumarni vzorec:
NH CisH16CIN7O, vytézek: 27 %. HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %):

N)\EN\> 17,09; 97,8. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 262,1 (100, [*CI-M-THP+H]"),
c- N 264,1 (30, [F'CI-M-THP+H]*), 346,2 (5, [*CI-M+H]*). 'H-NMR (500 MHz,

DMSO-ds) § (ppm): 1,55 (bs, 2H, THP H5, THP H5), 1,68-1,77 (m, 1H, THP
H4), 1,93 (bd, J = 7,9 Hz, 2H, THP H3, THP H4°), 2,17-2,25 (m, 1H, THP H3¢), 3,65-3,71 (m,
1H, THP H6), 3,99 (d, J = 11,3 Hz, 1H, THP H6°), 4,93 (bd, J = 5,5 Hz, 2H, CH2-pyridazin), 5,57
(d, J=10,7 Hz, 1H, THP H2), 7,60 (dd, J = 8,2; 1,5 Hz, pyridazin H4), 7,63 (td, J = 8,5; 4,8 Hz,
pyridazin H5), 8,43 (s, 1H, pur H8), 896 (t, J = 57 Hz, 1H, pur NH), 9,13 (d,
J = 3,7 Hz, 1H, pyridazin H6). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 22,3 (THP C4), 24,4
(THP C5), 29,9 (THP C3), 43,6 (CH2-pyridazin), 67,6 (THP C6), 80,9 (THP C2), 118,2 (pur C8),
125,3 (pyridazin C4), 127,2 (pyridazin C5), 139,8 (pur C8), 149,4 (pur C4), 150,7 (pyridazin C6),
153,1 (pur C2), 155,0 (pur C6), 160,4 (pyridazin C3).
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2-chlor-N-(pyrimidin-4-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (8)
- Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH
N% (100:0, v/v) sgradientem MeOH. Zlutd pevna latka, sumarni vzorec:
NH C15H16CIN7O, vytézek: 59 %. HPLC-UV/VIS retenéni ¢as, Cistota (min; %):
CI)N\)NtI:\> 17,21; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 262,2 (100 [**CI-M-THP+H]"),
o 264,1 (34 [¥CI-M-THP+H]"), 346,2 (18 [**CI-M+H]*"), 348,3 (5 [¥'CI-
C M+H]*). *H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1.54-1.59 (m, 2H, THP
Molecular Welaht 3875 s, THP H5¢), 1.68-1.77 (m, 1H, THP H4), 1.94 (bd, J = 10.4 Hz, 2H, THP
H3, THP H4°), 2.22 (qd,
J =121, 3.7 Hz, 1H, THP H3), 3.66-3.71 (m, 1H, THP H6), 3.99 (bd, J = 11.3 Hz, 1H, THP
H6°), 4.72 (d, J = 6.1 Hz, 2H, CHo-pyrimidin), 5.57 (d, J = 11.0 Hz, 1H, THP H2), 7.39 (d,
J=5.2 Hz, 1H, pyrimidin H5), 8.45 (s, 1H, pur H8), 8.69 (d, J = 5.2 Hz, 1H, pyrimidin H6), 8.90
(t, 3 = 6.0 Hz, 1H, pur NH), 9.10 (s, 1H, pyrimidin H2). C-NMR (125 MHz, DMSO-ds)
§ (ppm): 22.3 (THP C4), 24.5 (THP C5), 29.9 (THP C3), 44.6 (CHz-pyrimidin), 67.7 (THP C6),
80.9 (THP C2), 118.3 (pur C5), 118.6 (pyrimidin C5), 139.9 (pur C8), 149.5 (pur C4), 153.1 (pur

C2), 155.0 (pur C6), 157.3 (pyrimidin C6), 158.2 (pyrimidin C2), 167.2 (pyrimidin C4).

2-chlor-N-(pyrazin-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (9)

(\N Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH
Nf (100:0, v/v) sgradientem MeOH. Bilda pevna latka, sumarni vzorec:
NH C1sH16CIN7O, vytézek: 77 %. HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %):
)N\)\/IN\> 17,68; 98,9. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 262,1 (100, [*CI-M-THP+H]"),
CI”ON

\ o 264,1(30, [*’CI-M-THP+H]"), 346,3 (22, [**CI-M+H]"), 348,2 (8, [¥'CI-M+H]").
O 'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,55 (bs, 2H, THP H5, THP H5°),
1,67-1,77 (m, 1H, THP H4), 1,93 (bd, J = 8,6 Hz, 2H, THP H3, THP H4‘), 2,17-2,25 (m, 1H,
THP H3¢), 3,65-3,70 (m, 1H, THP H6), 3,98 (d, J = 11,0 Hz, 1H, THP H6), 4,79 (d,
J = 4,9 Hz, 2H, CH,-pyrazin), 5,56 (d, J = 10,4 Hz, 1H, THP H2), 8,42 (s, 1H, pur H8), 8,52 (s,
1H, pyrazin H5), 8,57 (s, 1H, pyrazin H6), 8,63 (s, 1H, pyrazin H3), 8,90 (t, J = 5,2 Hz, 1H, pur
NH). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 22,3 (THP C4), 24,4 (THP C5), 29,9 (THP C3),
43,2 (CHy-pyrazin), 67,6 (THP C6), 80,9 (THP C2), 118,2 (pur C5), 139,7 (pur C8), 143,2
(pyrazin C5), 143,5 (pyrazin C3), 143,9 (pyrazin C6), 149,4 (pur C4), 153,1 (pur C2), 153,8 (pur
C6), 154,9 (pyrazin C2).
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2-chlor-N-(cyklopentylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (10)

Purifikovdno sloupcovou chromatografii s mobilni fazi PE/EtOAc (4:1, v/v)

? s gradientem EtOAc. Bila pevna latka, sumarni vzorec: C1sH22CINsO, vytézek:

(intenzita, [ion]): 252,1 (65, [**CI-M-THP+H]*), 254,1 (22, [F’CI-M-THP+H]"),

@ 336,2 (100, [*CI-M+H]"), 338,3 (38, [¥'CI-M+H]"). 'H-NMR (500 MHz,

DMSO-ds) 6 (ppm): 1,22-1,28 (m, 2H, cP H2, cP H2°), 1,46-1,48 (m, 2H, cP H3,

cyclop H3¢), 1,53-1,59 (m, 4H, cP H4, cP H4°, THP H5, THP H5°), 1,63-1,76 (m, 3H, cP H5, cP

H5¢, THP H4), 1,92 (appear t, J = 10,1 Hz, 2H, THP H3, THP H4°), 2,15-2,26 (m, 2H, cP H1,

THP H2), 3,33 (bs, 2H, CH.-cP), 3,64-3,69 (m, 1H, THP H6), 3,98 (d, J = 11,0 Hz, 1H, THP

H6%), 5,54 (dd, J = 11,0; 1,2 Hz, 1H, THP H2), 8,33 (s, 1H, pur H8), 8,35 (t, J = 5,5 Hz, 1H, pur

NH). 33C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 22,3 (THP C4), 24,4 (THP C5), 24,7 (2% C; cP

C3, cP C4); 29,5 (cP C5); 29,7 (cP C2); 29,9 (THP C3); 38,8 (cP C1); 44,7 (CH»>-cP), 67,6 (THP

C6), 80,82 (THP C2), 117,9 (pur C5), 139,0 (pur C8), 149,0 (pur C4), 153,3 (pur C2), 155,1 (pur
C6).

)NHIN 52 %. HPLC-UV/VIS retenéni &as, istota (min; %): 26,03; 99,9. ESI*-MS m/z
N

| >

CI/kN/ N

2-chlor-N-(oxetan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (11)

Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH
o)
<E (100:0, v/v) s gradientem MeOH a poté pomoci preparativni HPLC. Bila pevna

" . ldtka, sumérni vzorec: CuaH1CINSOz, vytézek: 80 %. HPLC-UV/VIS retenéni
P > Cas, Cistota (min; %): 18,57; 99,9. ESI*™-MS m/z (intenzita, [ion]): 240,2 (36,
0\5 [**CI-M-THP+H]"), 242,2 (12, [*’CI-M-THP+H]"), 324,3 (100, [*CI-M+H]"),
326,3 (32, [*’CI-M+H]"). *H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,53-1,58
(m, 2H, THP H5, THP H5¢), 1,67-1,76 (m, 1H, THP H4), 1,93 (appear t, J = 10,9 Hz, 2H, THP
H3, THP H4%), 2,20 (qd, J = 12,0; 3,3 Hz, 1H, THP H3¢), 2,41-2,46 (m, 1H, oxetan H3),
2,58-2,64 (m, 1H, oxetan H3¢), 3,60-3,70 (m, 3H, CH.-oxetan, THP H6), 3,98 (d, J = 11,0 Hz,
1H, THP H6°), 4,39-4,44 (m, 1H, oxetan H4), 4,49 (dd, J = 13,9; 7,5 Hz, 1H, oxetan H4°),
4,85-4,89 (m, 1H, oxetan H2), 5,55 (d, J = 9,5 Hz, 1H, THP H2), 8,38 (s, 1H, pur H8), 8,39 (t,
J =5,5Hz, 1H, pur NH). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 22,3 (THP C4), 24,5 (THP
C5), 24,7 (oxetan C3), 29,9 (THP C3), 45,5 (CH2-oxetan), 67,4 (oxetan C4), 67,6 (THP C6), 79,1
(oxetan C2), 80,8 (THP C2), 118,0 (pur C6), 139,4 (pur C8), 149,3 (pur C4), 153,2 (pur C2),
155,2 (pur C6).
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2-chlor-N-(oxetan-3-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (12)
o} Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH
Y (100:0 v/v) sgradientem MeOH. Bila pevna latka, sumarni vzorec:
" . CuHisCINSO,, vytezek: 85 %. HPLC-UV/VIS retencni gas, Gistota (min; %):
Cliij,? 18,13; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 240,2 (80, [**CI-M-THP+H]"),
0\5 242,2 (28, [¥'CI-M-THP+H]"), 324,2 (100, [*CI-M+H]"), 326,3 (32, [¥'CI-
M+H]*). *H-NMR (500 MHz, DMSO-de) & (ppm): 1,55 (bs, 2H, THP H5, THP
H5%), 1,67-1,76 (m, 1H, THP H4), 1,92 (appear t, J = 11,2 Hz, 2H, THP H3, THP H4¢), 2,19 (q,
J = 113 Hz, 1H, THP H3%), 3,17-3,25 (m, 1H, oxetan H3), 3,65-3,71 (m, 3H,
CHo-oxetan, THP H6), 3,98 (d, J = 11,0 Hz, 1H, THP H6*), 4,35 (t, J = 5,7 Hz, 2H, oxetan H2,
oxetan H4), 4,62 (t, J = 6,9 Hz, 2H, oxetan H2¢, oxetan H4°), 5,55 (d, J = 10,7 Hz, 1H, THP H2),
8,37 (s, 1H, pur H8), 8,52 (t, J = 4,7 Hz, 1H, pur NH). 3C-NMR (125 MHz, DMSO-ds)
8 (ppm): 22,3 (THP C4), 24,4 (THP C5), 29,9 (THP C3), 34,2 (oxetan C3), 42,7 (CH,-oxetan),
67,6 (THP C6), 74,0 (2x C, oxetan C2, oxetan C4), 80,8 (THP C2), 118,0 (pur C5), 139,3 (pur

C8), 149,2 (pur C4), 153,2 (pur C2), 155,1 (pur C6).

2-chlor-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-N-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)methyl]-9H-purin-6-

amin (13)

(; Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH
(0]

(100:0, v/v) sgradientem MeOH. Bila pevna latka, sumarni vzorec:

22,54;99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 268,1 (20, [*CI-M-THP+H]*), 270,2

(5, [FCI-M-THP+H]*), 3523 (100, [®CI-M+H]*), 354,2 (35,

[¥Cl-M+H]*). *H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,14-1,21 (m, 1H, C6
THP H3), 1,43 (bs, 3H, C6 THP H4, C6 THP H5, C6 THP H5¢), 1,53-1,55 (m, 2H, N9 THP H5,
N9 THP H5%), 1,59 (d, J = 12,5 Hz, 1H, C6 THP H3¢), 1,70-1,75 (m, 2H, C6 THP H4°, N9 THP
H4), 1,92 (appear t, J = 11,3 Hz, 2H, N9 THP H3, N9 THP H4*), 2,18 (td, J = 11,7; 3,4 Hz, 1H,
N9 THP H3¢), 3,27-3,30 (m, 1H, C6 THP H6), 3,36-3,40 (m, 1H, CH,-THP), 3,44-3,50 (m, 2H,
CH»-THP, C6 THP H2), 3,65-3,70 (m, 1H, N9 THP H6), 3,84 (d, J = 9,2 Hz, 1H, C6 THP H6"),
3,98 (d, J = 11,3 Hz, 1H, N9 THP H6%), 5,54 (dd, J = 11,0, 1,5 Hz, 1H, N9 THP H2), 8,16 (t,
J =5,2 Hz, 1H, pur NH), 8,36 (s, 1H, pur H8). *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 22,3
(C6 THP C4), 22,6 (N9 THP C4), 24,5 (N9 THP C5), 25,6 (C6 THP C5), 29,1 (C6 THP C3), 29,9
(N9 THP C3), 44,9 (CH,-THP), 67,2 (C6 THP C6), 67,6 (N9 THP C6), 75,2 (C6 THP C2), 80,8
(N9 THP C2), 118,0 (pur C5), 139,3 (pur C8), 149,1 (pur C4), 153,2 (pur C2), 155,0 (pur C6).

NH C16H22CINsO2, vytézek: 87 %. HPLC-UV/VIS retenéni cas, Cistota (min; %):
NN
I
CI/‘\N N
o
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2-chlor-N-(2-isopropoxyethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (14)
Y Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi PE/EtOAc (4:1, v/v)
J/ s gradientem EtOAc. Bila pevna latka, sumarni vzorec: C1aH20CINsO,, vytézek:
HN 54 %. HPLC-UV/VIS reten¢ni ¢as, Gistota (min; %): 22,12; 99,1. ESI*-MS m/z
/N‘k j :\> (intenzita, [ion]): 340,3 (100, [*CI-M+H]"), 342,2 (32, [¥'CI-M+H]"). *H-NMR
(500 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm): 1,06 (d, J = 6,1 Hz, 6H, CH.CH,OCH(CHs)>),
0\5 1,55 (bs, 2H, THP H5, THP H5°), 1,67-1,76 (m, 1H, THP H4), 1,93 (appear t,
J =11,2 Hz, 2H, THP H3, THP H4), 2,20 (qd, J = 12,2; 3,6 Hz, 1H, THP H3), 3,53 (s, 4H,
CH>CH,0OCH(CH3)2, CH2CH,OCH(CHsa).), 3,57 (sept, J = 6,1 Hz, 1H, CH.CH>OCH(CHa).),
3,65-3,70 (m, 1H, THP H6), 3,98 (d, J = 11,3 Hz, 1H, THP H6%), 5,55 (dd, J = 10,9; 1,4 Hz, 1H,
THP H2), 8,20 (t, J = 4,7 Hz, 1H, pur NH), 8,36 (s, 1H, pur H8). ®*C-NMR (125 MHz,
DMSO-de) 8 (ppm): 22,0 (2x C, CH2CH20CH(CHs)2), 22,3 (THP C4), 24,4 (THP C5), 29,9 (THP
C3), 40,0 (CH.CH,OCH(CHg3)2), 65,2 (CH.CH.OCH(CHs);), 67,6 (THP C6), 70,6
(CH2CH>0CH(CHs)), 80,8 (THP C2), 118,0 (pur C5), 139,3 (pur C8), 149,1 (pur C4), 153,3 (pur

C2), 155,1 (pur C6).

N-[(1H-pyrrol-2-yl)methyl]-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (15)

— Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi PE/EtOAc (4:1, v/v)

HN? s gradientem EtOAc. OranZovo hnéda pevna latka, sumarni vzorec: C1sH1sNgO,

MS m/z (intenzita, [ion]): 136,0 (22, [Ade+H]"), 215,1 (40, [M-THP+H]Y),

@ 220,2 (72, [Ade-THP+H]"), 299,1 (100, [M+H]"). *H-NMR (500 MHz, DMSO-

de) & (ppm): 1,56 (bs, 2H, THP H5, THP H5¢), 1,67-1,76 (m, 1H, THP H4), 1,90-

1,96 (m, 2H, THP H3, THP H4°), 2,22-2,29 (m, 1H, THP H3*), 3,63-3,68 (m, 1H, THP H6), 3,99

(d, J =11,3 Hz, 1H, THP H6°), 4,61 (bs, 2H, CH»-pyrrol), 5,62 (d, J = 10,7 Hz, 1H, THP H2),

5,88 (bd, J = 2,4 Hz, 2H, pyrrol H3, pyrrol H4), 6,61 (s, 1H, pyrrol H5), 7,96 (bs, 1H, pur NH),

8,26 (bs, 1H, pur H2), 8,34 (s, 1H, pur H8), 10,52 (bs, 1H, pyrrol NH). *C-NMR (125 MHz,

DMSO-ds) 6 (ppm): 23,0 (THP C4), 25,0 (THP C5), 30,5 (THP C3), 37,0 (CH2-pyrrol), 68,2

(THP C6), 81,3 (THP C2), 106,2 (pyrrol C3), 107,5 (pyrrol C4), 117,5 (pyrrol C5), 119,5 (pur
C5), 129,9 (pyrrol C2), 139,3 (pur C8), 148,8 (pur C4), 153,1 (pur C2), 154,7 (pur C6).

j‘”IN vytézek: 46 %. HPLC-UV/VIS retenéni &as, &istota (min; %): 19,78; 98. ESI*-
NN
LAy
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N-[(1-methyl-1H-imidazol-2-yl)methyl]-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin
(16)

Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH

N N—

\[ (100:0, v/v) s gradientem MeOH. Bila pevna latka, sumarni vzorec: CisH19N-O,
NH

NN vytézek: 38 %. HPLC-UV/VIS retenéni ¢as, Cistota (min; %): 8,38; 98,6. ESI*-

lN/ N\> MS m/z (intenzita, [ion]): 230,1 (68, [M-THP+H]*), 314,1 (100, [M+H]").
ob 'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,55-1,59 (m, 2H, THP H5, THP H5°),
1,68-1,73 (m, 1H, THP H4), 1,91-1,97 (m, 2H, THP H3, THP H4°),
2,22-2,30 (m, 1H, THP H3°), 3,64-3,69 (m, 4H, imidazol-Me, THP H6), 3,99 (d, J = 11,0 Hz, 1H,
THP H6°), 4,72 (bs, 2H, CH.-imidazol), 5,62-5,64 (m, 1H, THP H2), 6,75 (s, 1H, imidazol H4),
7,05 (s, 1H, imidazol H5), 8,00 (bs, 1H, pur NH), 8,25 (s, 1H, pur H2), 8,36 (s, 1H, pur H8). **C-
NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 22,5 (THP C4), 24,5 (THP C5), 30,0 (THP C3), 32,4
(imidazol-Me), 36,0 (CH-imidazol), 67,7 (THP C6), 80,9 (THP C2), 119,2 (pur C5), 121,6
(imidazol C5), 126,3 (imidazol C4), 139,0 (pur C8), 144,8 (imidazol C2), 148,6 (pur C4), 152,4
(pur C2), 154,0 (pur C6).

9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-N-(thiazol-2-ylmethyl)-9H-purin-6-amin (17)
— Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH

N~ S .
ji (100:0, v/v) s gradientem MeOH. Bila pevna latka, sumarni vzorec: C14H1sNsOS,

MS m/z (intenzita, [ion]): 233,1 (100, [M-THP+H]"), 317,2 (40, [M+H]"). 'H-

\5 NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,55-1,60 (m, 2H, THP H5, THP H5°),

1,67-1,76 (m, 1H, THP H4), 1,93-1,97 (m, 2H, THP H3, THP H4°), 2,28 (9, J =

10,7 Hz, 1H, THP H3°), 3,64-3,69 (m, 1H, THP H6), 3,99 (dd, J = 10,9; 2,0 Hz, 1H, THP H6°),

4,95 (bs, 2H, CH»-thiazol), 5,64 (dd, J = 11,0; 2,1 Hz, 1H, THP H2), 7,55 (d, J = 3,1 Hz, 1H,

thiazol H5), 7,71 (d, J = 3,1 Hz, 1H, thiazol H4), 8,25 (s, 1H, pur H2), 8,41 (s, 1H, pur H8), 8,67

(bs, 1H, pur NH). *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 22,5 (THP C4), 24,5 (THP C5), 29,9

(THP C3), 41,5 (CH,-thiazol), 67,7 (THP C6), 80,9 (THP C), 119,2 (pur C5), 119,7 (thiazol C5),

139,4 (pur C8), 142,3 (thiazol C4), 148,7 (pur C4), 152,5 (pur C2), 153,9 (pur C6), 170,4 (thiazol
C2).

hH vytézek: 11 %. HPLC-UV/VIS retenéni &as, Gistota (min; %): 15,65; 99,9. ESI*-
N
0
N N
(0]
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N-(pyridin-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (18)

‘ N Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH (100:0
9“ v/v) s gradientem MeOH. Bila pevna latka, sumarni vzorec: C1sH1sNgO, vytézek:
NH 51 %, HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %):15,63; 99,3. ESI*-MS m/z

Nl h :\> (intenzita, [ion]): 227,2 (100, [M-THP+H]"), 311,3 (12, [M+H]"). 'H-NMR (500

MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 1,55-1,59 (m, 2H, THP H5, THP H5%), 1,67-1,76 (m,

0\5 1H, THP H4), 1,94 (appear t, J = 12,7 Hz, 2H, THP H3, THP H4°), 2,25-2,31 (m,

1H, THP H3¢), 3,66 (td, J = 11,0; 3,8 Hz, 1H, THP H6), 3,99 (d, J = 11,0 Hz, 1H, THP H6°), 4,78

(bs, 2H, CH-py), 5,63 (dd, J=11,0; 1,8 Hz, 1H, THP C2), 7,22 (dd, J = 4,9; 2,5 Hz, 1H, py H5),

7,26 (d, J=7,9 Hz, 1H, py H3), 7,69 (td, J = 7,7; 1,7 Hz, 1H, py H4), 8,19 (s, 1H, pur H2), 8,35

(bs, 1H), 8,39 (bs, 1H, pur H8), 8,49 (ddd, J = 4,9; 1,5; 0,9 Hz, 1H, py H6). *C-NMR (125 MHz,

DMSO-ds) & (ppm): 22,4 (THP C4), 24,5 (THP C5), 30,0 (THP C3), 44,9 (CH.-py), 67,7 (THP

C6), 80,9 (THP C2), 119,1 (pur C5), 120,6 (py C3), 122,0 (py C5), 136,6 (py C4), 139,0 (pur C8),
148,5 (pur C4), 148,8 (py C6), 152,6 (pur C2), 154,4 (pur C6), 159,0 (py C2).

N-(pyridin-3-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (19)

SN Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH (100:0
(\(‘ v/Vv) s gradientem MeOH. Bila pevna latka, sumarni vzorec: C1sH1sNsO, vytézek:
NH 54 %, HPLC-UV/VIS retenéni cas, Cistota (min; %): 14,48; 99,1. ESI*-MS m/z
Nﬁj“» (intenzita, [ion]): 227,1 (25, [M-THP+H]"), 311,2 (100, [M+H]"). *H-NMR (500
NT R MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 1,54 (bs, 2H, THP H5, THP H5°), 1,65-1,74 (m, 1H,
O\b THP H4), 1,92 (appear t, J = 12,2 Hz, 2H, THP H3, THP H4), 2,25 (q, J = 10,6
Hz, 1H, THP H3), 3,65 (td, J = 11,0; 3,6 Hz, 1H, THP H6), 3,98 (d, J = 11,0 Hz, 1H, THP H6°),
4,71 (s, 2H, CH»>-py), 5,62 (dd, J = 11,0; 1,8 Hz, 1H, THP H2), 7,30 (dd, J = 7,5; 4,7 Hz, 1H, py
H5), 7,72 (d, J = 7,6 Hz, 1H, py H4), 8,22 (s, 1H, pur H2), 8,36 (s, 1H, pur H2), 8,41 (d, J = 3,8
Hz, 1H, py H6), 8,45 (bs, 1H, pur NH), 8,57 (s, 1H, py H2). ®°C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) &
(ppm): 22,4 (THP C4), 24,5 (THP C5), 30,0 (THP C3), 40,7 (CH2-py), 67,6 (THP C6), 80,8 (THP
C2), 119,0 (pur C5), 123,4 (py C5), 135,0 (py C4), 135,4 (py C3), 139,0 (pur C8), 147,9 (py C6),
148,4 (pur C4), 148,8 (py C2), 152,5 (pur C2), 154,2 (pur C6).
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N-(pyridin-4-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (20)

Ny Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH (100:0
Lf\‘ v/v) s gradientem MeOH a poté prostiednictvim preparativni HPLC. Bila pevna
NH latka, sumarni vzorec: C16H1sNeO, vytézek: 95 %, HPLC-UV/VIS retenéni Cas,
'fN\I} Sistota (min; %): 13,02; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 227,2 (12, [M-
THP+H]"), 311,2 (100, [M+H]*). *H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 1,56
0\5 (bs, 2H, THP H5,THP H5), 1,67-1,76 (m, 1H, THP H4), 1,94 (appear t, J= 12,5
Hz, 2H, THP H3, THP H4%), 2,27 (g, J = 11,2 Hz, 1H, THP H3°), 3,66 (td, J = 11,0; 3,7 Hz, 1H,
THP H6), 3,99 (d, J = 11,3 Hz, 1H, THP H6%), 4,70 (bs, 2H, CH»-py), 5,63 (d, J = 10,1 Hz, 1H,
THP H2), 7,29 (d, J = 4,6 Hz, 2H, py Ho), 8,19 (s, 1H, pur H2), 8,39 (bs, 1H, pur H8), 8,46 (bs,
3H, py Hum, pur NH). C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 22,4 (THP C4), 24,5 (THP C5),
29,9 (THP C3), 42,1 (CH2-py), 67,6 (THP C6), 80,8 (THP C2), 119,0 (pur C8), 122,0 (2x C, py
Co), 139,1 (pur C8), 148,5 (pur C4), 149,1 (py C1), 149,4 (2% C, py Cnm), 152,5 (pur C2), 154,3
(pur C6).

N-(pyridazin-3-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (21)
N? Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH

NS (100:0 v/v) s gradientem MeOH. Svétle hnéda pevna latka, sumarni vzorec

99,9 %. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 228,2 (100, [M-THP+H]"), 312,3 (65

o [M+H]"). *H-NMR (500 MHz, DMSO-de) & (ppm): 1,54-1,59 (m, 2H, THP H5,

THP H5°), 1,67-1,76 (m, 1H, THP H4), 1,94 (t, J = 13,0 Hz, 2H, THP H3, THP

H4°), 2,26 (t, J = 10,4 Hz, 1H, THP H3*), 3,64-3,69 (m, 1H, THP H6), 3,98-4,00 (m, 1H, THP

H6°), 4,97 (bs, 2H, CH»-pyridazin), 5,63 (dd, J = 11,0; 1,8 Hz, 1H, THP H2), 7,55 (dd, J = 8,6;

1,5 Hz, 1H, pyridazin H4), 7,60 (dd, J = 8,6; 4,9 Hz, 1H, pyridazin H5), 8,20 (s, 1H, pur H2),

8,40 (bs, 1H, pur H8), 8,51 (bs, 1H, pur NH), 9,10 (dd, J = 4,7; 1,7 Hz, 1H, pyridazin H6). *C-

NMR (125 MHz, DMSO-de) 8 (ppm): 22,5 (THP C4), 24,5 (THP C5), 30,0 (THP C3), 43,5 (CH--

pyridazin), 67,7 (THP C5), 80,9 (THP C2), 119,2 (pur C5), 125,0 (pyridazin C4), 127,2 (pyridazin

C5), 139,2 (pur C8), 148,5 (pur C4), 150,6 (pyridazin C6), 152,5 (pur C2), 154,3 (pur C6), 161,3
(pyridazin C3).

)NHI C1sH17N7O, vytézek: 60%. HPLC-UV/VIS retenéni ¢as, Cistota (min; %): 12,68;
NN
LAy
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N-(pyrimidin-4-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (22)
WN\ Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH
N\f\‘ (100:0 v/v) s gradientem MeOH a poté pomoci preparativni HPLC. Svétle Zluta
NH pevna latka, sumarni vzorec C1sH17N7O, vytézek: 33%. HPLC-UV/VIS reten¢ni
Nﬁj% Cas, Cistota (min; %): 13,31; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 228,2 (100,
N [M-THP+H]"), 312,2 (60, [M+H]*). *H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm):
3 1,55-1,59 (m, 2H, THP H5, THP H5°), 1,67-1,76 (m, 1H, THP 4), 1,94 (t, J =
12,2 Hz, 2H, THP H3, THP H4"), 2,26-2,62 (m, 1H, THP H3°), 3,64-3,69 (m, 1H, THP H6), 3,99
(d, J = 11,3 Hz, 1H, THP H6°), 4,75 (bs, 2H, CH-pyrimidin), 5,64 (dd, J = 11,3; 1,8 Hz, 1H,
THP H2), 7,34 (d, J = 4,9 Hz, 1H, pyrimidin H5), 8,18 (s, 1H, pur H2), 8,42 (bs, 1H, pur H8),
8,45 (s, 1H, pur NH), 8,66 (d, J = 5,2 Hz, 1H, pyrimidin H6), 9,08 (d, J = 1,1 Hz, 1H, pyrimidin
H2). ¥C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 22,5 (THP C4), 24,5 (THP C5), 30,0 (THP C3),
44,6 (CH-pyrimidin), 67,7 (THP C4), 80,9 (THP C2), 118,4 (pyrimidin C5), 119,2 (pur C5),
139,3 (pur C8), 148,5 (pur C4), 152,5 (pur C2), 154,3 (pur C6), 157,2 (pyrimidin C6), 158,1

(pyrimidin C2), 168,1 (pyrimidin C4).

N-(pyrazin-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (23)

ﬁ"‘ Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH
N\f (100:0 v/v) sgradientem MeOH. Bila latka, sumarni vzorec: CisHizN-O,
NH vytézek: 43 %. HPLC-UV/VIS retenéni Cas, Cistota (min; %): 13,69; 99,9. ESI*-
N'kt N\> MS m/z (intenzita, [ion]): 228,1 (100, [M-THP+H]"), 312,3 (62, [M+H]"). *H-

N N NMR (500 MHz, DMSO-ds) 8 (ppm): 1,56-1,58 (m, 2H, THP H5, THP H5°),

0\5 1,70-1,72 (m, 1H, THP H4), 1,94 (t, J = 11,3 Hz, 2H, THP H3, THP H4°), 2,27
(9,J=11,4Hz, 1H, THP H3%), 3,66 (td, J=11,3; 3,7 Hz, 1H, THP H6), 3,99 (d,
J=11,6 Hz, 1H, THP H6°), 4,83 (bs, 2H, CH.-pyrazin), 5,63 (d, J = 9,8 Hz, 1H, THP H2), 8,20
(s, 1H, pur H2), 839 (s, 1H, pur H8), 843 (bs, 1H, pur NH), 8,49 (d,
J = 2,1 Hz, 1H, pyrazin H6), 8,55 (s, 1H, pyrazin H5), 8,58 (s, 1H, pyrazin H3). B*C-NMR
(125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 22,5 (THP C4), 24,5 (THP C5), 30,00 (THP C3), 43,2
(CH2-pyrazin), 67,7 (THP C6), 80,9 (THP C2), 119,2 (pur C5), 139,2 (pur C8), 143,0 (pyrazin
C6), 143,2 (pyrazin C3), 143,9 (pyrazin C5), 148,6 (pur C4), 152,5 (pur C2), 154,3 (pur C6),
154,7 (pyrazin C2).
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N-(cyclopentylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (24)
9 Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH (100:0,

v/v) s gradientem MeOH. Bila pevna latka, sumarni vzorec:CisH23Ns0, vytézek:

(intenzita, [ion]): 218,1 (62, [M-THP+H]"), 302,3 (100 [M+H]*). *H-NMR (500

\5 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 1,22-1,29 (m, 2H, cP H2, cP H2°), 1,46-1,50 (m, 2H,

cP H3, cP H3), 1,54-1,60 (m, 4H, cP H4, cP H4‘, THP H5, THP H5), 1,61-1,66

(m, 2H, cP H5, cP H5°), 1,69-1,72 (m, 1H, THP C4), 1,90-1,96 (m, 2H, THP H3, THP H4°), 2,22-

2,29 (m, 2H, cP H1, THP H3*), 3,38 (bs, 2H, CH.-cP), 3,63-3,68 (m, 1H, THP H6), 3,99 (dd, J =

10,7; 1,5 Hz, 1H, THP Hé6%), 5,60 (dd, J = 11,0; 1,8 Hz, 1H, THP H2), 7,84 (bs, 1H, pur NH),

8,19 (bs, 1H, pur H2), 8,31 (s, 1H, pur H8). *C-NMR (125 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 22,5 (THP

C4), 24,5 (THP C5), 24,7 (2x C, cP C3, cP C4), 29,7 (2x C, cP C2, cP C5), 30,0 (THP C3), 39,0

(cP C1), 44,5 (CH»-cP), 67,6 (THP C6), 80,7 (THP C2), 118,8 (pur C5), 138,4 (pur C8), 148,1
(pur C4), 152,6 (pur C2), 154,6 (pur C6).

NH
NN 80 %. HPLC-UV/VIS retenéni ¢as, Cistota (min; %): 22,1; 98,2. ESI*-MS m/z
LA
N N
o

N-(oxetan-2-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (25)

o Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH (100:0

<E v/v) s gradientem MeOH. Bila pevna latka, sumarni vzorec: C1sH19NsO2, vytézek:

83 %. HPLC-UV/VIS retenéni ¢as, Cistota (min; %): 14,09; 99,9. ESI*-MS m/z

(- N\> (intenzita, [ion]): 206,2 (18, [M-THP+H]"), 290,2 (100, [M+H]"). *H-NMR (500

O\b MHz, DMSO-d¢) 6 (ppm): 1,54-1,59 (m, 2H, THP H5, THP H5¢), 1,66-1,76 (m,

1H, THP H4), 1,90-1,96 (m, 2H, THP H3, THP H4), 2,25 (q, J = 10,6, 1H, THP

H3°), 2,41-2,46 (m, 1H, oxetan H3), 2,57-2,63 (m, 1H, oxetan H3*), 3,63-3,68 (m, 2H, CH»-

oxetan, THP H®6), 3,78 (bs, 1H, CHz.oxetan), 3,99 (dd, J = 10,9; 1,7 Hz, 1H, THP H6*), 4,39-4,43

(m, 1H, oxetan H4), 4,48 (m, 1H, oxetan H4), 4,85-4,90 (m, 1H, oxetan H2), 5,62 (dd, J = 11,0;

1,5 Hz, 1H, THP H2), 7,84 (bs, 1H, pur NH), 8,22 (bs, 1H, pur H2), 8,34 (s, 1H, pur H8). *C-

NMR (125 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 22,5 (THP C4), 24,5 (THP C5), 24,7 (oxeatn C3), 30,0

(THP C3), 45,3 (CHz-oxetan), 67,4 (oxetan C4), 67,6 (THP C6), 79,4 (oxetan C2), 80,8 (THP
C2), 119,0 (pur C5), 138,8 (pur C8), 148,3 (pur C4), 152,5 (pur C2), 154,6 (pur C6).
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N-(oxetan-3-ylmethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (26)

Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH (100:0

Bezbarvy gel, sumarni vzorec: CisHisNsOz, vytézek: 43%. HPLC-UV/VIS

H\N/ :\> retenéni Cas, Cistota (min; %): 13,62; 42,6. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 206,2
(28 [M-THP+H]"), 290,3 (100, [M+H]"). Latku se nepodafilo predistit. Zméieni
NMR spektra bude provedeno v budoucnu.

o

Y v/v) s gradientem MeOH. Piecisténo preparativni HPLC. Fyzikalni vlastnosti:
NH

N

9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-N-[(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)methyl]-9H-purin-6-amin
(27)

Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH
° (100:0 v/v) s gradientem MeOH. Piecisténo preparativni HPLC. Bila pevna
NH latka, sumarni vzorec:Ci6H23NsO2, vytézek: 72%. HPLC-UV/VIS retencni Cas,

N| j N\> Cistota (min; %): 19,18; 99,9. ESI*-MS m/z (intenzita, [ion]): 234,2 (8, [M-

N THP+H]*), 318,3 (100, [M+H]*). tH-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1,14-
O\b 1,22 (m, 1H, N9 THP H3), 1,43 (bs, 3H, C6 THP H4, C6 THP H5, C6 THP H5°),
1,56 (bs, 2H, N9 THP H5, N9 THP H5), 1,60 (d, J = 13,1 Hz, 1H, C6 THP H3*), 1,67-1,75 (m,
2H, C6 THP H4¢, N9 THP H4), 1,90-1,96 (m, 2H, N9 THP H3, N9 THP H4°), 2,26 (q, J = 10,1
Hz, 1H, N9 THP H3¢), 3,26-3,31 (m, 1H, C6 THP H6), 3,48 (bs, 3H, CH.-THP, C6 THP H2),
3,63-3,68 (m, 1H, N9 THP H6), 3,84 (dd, J = 11,3, 2,1 Hz, 1H, C6 THP H6%), 3,99 (dd, J = 10,9;
1,4 Hz, 1H, N9 THP H6), 5,61 (dd, J = 11,0; 1,5 Hz, 1H, N9 THP H2), 7,60 (bs, 1H, pur NH),
8,21 (s, 1H, pur H2), 8,33 (s, 1H, pur H8). *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 22,5 (C6
THP C4), 22,6 (N9 THP C4), 24,5 (N9 THP C5), 25,7 (C6 THP C5), 29,1 (C6 THP C3), 30,0 (N9
THP C3), 44,7 (CH,-THP), 67,3 (C6 THP C6), 67,7 (N9 THP C6), 75,5 (C6 THP C2), 80,8 (N9
THP C2), 118,9 (pur C5), 138,7 (pur C8), 148,2 (pur C4), 152,5 (pur C2), 154,4 (pur C6).

N-(2-isopropoxyethyl)-9-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-9H-purin-6-amin (28)
>y~ Purifikovano sloupcovou chromatografii s mobilni fazi chloroform/MeOH (100:0

0
v/v) s gradientem MeOH. Bila pevna latka, sumarni vzorec: CisH23NsO., vytézek:

(intenzita, [ion]): 222,2 (8, [M-THP+H]*), 306,1 (100, [M+H]"). *H-NMR (500

\5 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 1,06 (d, J = 6,1 Hz, 6H, CH.CH,OCH(CHs)2), 1,54-1,58

(m, 2H, THP H5, THP H5°), 1,67-1,76 (m, 1H, THP H4), 1,90-1,96 (m, 2H, THP

H3, THP H4°), 2,26 (q, J = 10,7 Hz, 1H, THP H3*), 3,52-3,58 (m, 5H, CH,CH,OCH(CHj)>,
CH2CH,0OCH(CH3)2, CH2CH,OCH(CH3)2), 3,63-3,68 (m, 1H, THP H6), 3,99 (d, J = 11,0 Hz,
1H, THP H6°), 5,61 (dd, J = 10,9; 1,4 Hz, 1H, THP H2), 7,62 (bs, 1H, pur NH), 8,22 (bs, 1H,
H2), 8,33 (s, 1H, H8). *C-NMR (125 MHz, DMSO-ds) 8 ppm): 22,1 (2x C, CH,CH,OCH(CHj3)-),

H)NEN 74 %, HPLC-UV/VIS retenéni &as, &istota (min; %): 18,52; 99,9. ESI*-MS m/z
N \
LA

(0]
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22,5 (THP C4), 245 (THP C5), 30,0 (THP C3), 39,7 (CH,CH,OCH(CHs).), 65,7
(CH2CH20OCH(CHg)z2), 67,7 (THP C6), 70,8 (CH.CH.OCH(CHs)), 80,8 (THP C2), 119,0 (pur
C5), 138,7 (pur C8), 148,3 (pur C4), 152,6 (pur C2), 154,5 (pur C6).

Piiloha 2: Hodnoceni toxicity syntetizovanych latek (CD)
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