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CIiLE PRACE

1.

N o o s woN

Zpracovani literarni reSerSe na téma biologické aktivity cytokininovych ribosida
Syntéza $esti novych N° substituovanych purinovych derivati
Fyzikalné-chemicka charakterizace pfipravenych latek

Testovani cytotoxicity latek na vybrané nadorové bunécné linie

Testovani anthelmintické aktivity latek na Caenorhabditis elegans

Zjisténi protektivnich ucinkti danych latek vici oxidativnimu stresu na C. elegans

Stanoveni cytokininové aktivity syntetizovanych latek



1 UVOD

Cytokininové ribosidy (N® substituované derivaty adenosinu, CKR) zahrnuji latky aktivni
v Siroké skale ruznych biologickych aplikaci. Drobnymi strukturnimi zménami ¢i
zaménou substituentu vazaného na postrannim fetézci ¢i samotném benzenovém jadie na
pozici N° purinového jadra je mozné dosahnout vyraznych zmén biologické aktivity
téchto latek.

V nékolika ptipadech byla u téchto derivati zjisténa znac¢na cytotoxicita vici
nadorovym bunécnym liniim, jedna se zejména o latky 2-hydroxybenzylaminopurin
ribosid (orto-topolin ribosid) a 2-hydroxy-3-metoxybenzylaminopurin ribosid. Druha
zminovana latka ovSem plsobi doposud nezndmym mechanismem, ktery vyzaduje dalsi
zkoumani, coz je také divodem pro pfipravu jejich dalsich derivata (Voller et al., 2010,
2017). Pripadné objeveni latky specificky cytotoxické vuc¢i vybrané nadorové linii by
mohlo vést k posunu v 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

Naproti tomu existuji 1 derivaty s odliSnymi vlastnostmi, a to protektivnimi.
Naptiklad u metabolitu kinetinu — Kinetin ribosid-5"-monofosfatu byly prokazany
neuroprotektivni vlastnosti (Hertz et al., 2013). U n&kterych derivati CKR (napf.
u N8-benzylaminopurin ribosidu (BAPR)) je mozné, Ze pfi aplikaci na buiiky funguji jako
hormetiny — tedy latky ve vyssich koncentracich toxické, avsak pfi nizsich koncentracich
majici protektivni G¢inky (vici oxidativnimu stresu) (Kadlecova et al., 2018).

Dale bylo také zjisténo, ze ptipadny terapeuticky potencial CKR by mohlo zvysit
nahrazeni OH skupiny v poloze 2" ribosy atomem fluoru, kdy byly v nékterych ptipadech
prokazany antiviralni ¢i protinadorové ucinky (Meng a Qing, 2006).

Nékteré aromatické cytokininové ribosidy mohou dosahovat znacnych aktivit
I v cytokininovych Dbiotestech, zejména pak Vv senescencnim testu, avSak obvykle
nepiesahuji aktivitu svych volnych bazi (Holub et al., 1998; Dolezal et al., 2007).

Souhrnem vyse uvedenych poznatkli byly navrhnuty struktury sloucenin, které byly
nasledné v ramci piedloZené prace nasyntetizovany. Usp&sné bylo piipraveno Sest novych
derivati CKR, které byly dale charakterizovany pomoci fyzikalné-chemickych metod
a jejich biologicka aktivita byla testovana zejména se zaméfenim na toxicitu, protektivitu

a cytokininové vlastnosti.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Cytokininy jsou latky fadici se mezi piirozen¢ se vyskytujici rostlinné hormony, jez jsou
jedny z klicovych regulatort bunécného cyklu a zaroven podporuji rust a diferenciaci
buné&k. Tyto latky jsou derivaty adeninu majici v pozici N® na purinovém jadie vazany
isoprenoidni ¢i aromaticky fetézec (Feng et al., 2017). Jako prvni latka podporujici
cytokinezi (tedy bunécné de¢leni) byl v 50. letech minulého stoleti ptfi vyzkumu
rostlinnych tkanovych hormont objeven kinetin (6-furfurylaminopurin). Ackoli jsou
cytokininy fazeny mezi rostlinné hormony, kinetin byl Millerem et al. (1955) prvné
izolovan z autoklavované DNA slediho spermatu. Jako prvni pfirozené se vyskytujici
cytokinin, byl v kukufici (Zea mays) objeven zeatin (6-(hydroxy-3-metylbut-trans-2-
enylamino)purin) (Obr. 1) (Miller, 1961). V souc¢asné dobé jsou nejbézné&ji studovanymi
cytokininy N-isopentenyladenin (iP) a trans-zeatin (tZ). Z aromatickych cytokinint jsou
pak vyznamné derivaty 6-benzyladeninu (N®-benzylaminopurinu, BA, BAP) (Obr. 2)
a zejména jeho hydroxy-derivaty — topoliny. Samotny BAP se spolu s meta-topolinem
(ptip. metoxytopoliny) ftadi mezi vysoce aktivni latky. Dalsi skupinou latek
s cytokininovou aktivitou, ovsem vyskytujicich se pouze jako synteticky pfipravené, jsou
latky mo¢ovinového typu (Obr. 3) (Feng et al., 2017).

Isoprenoidni cytokininy

CH; CHs
HN/\)\CH3 HN/\/K/OH
N7 N\ N)\//I\N\
[;[m> ILN/ g>

(A*-isopentenyl)adenin dihydrozeatin
@iP) (DHZ)

OH

/\/[ CHj
OH
N = cH, HN/\)\/

trans-zeatin cis-zeatin
(t2) (c2)

Obr. 1: Struktury vybranych isoprenoidnich cytokinint
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Aromatické cytokininy

/

N

kinetin
(KN’

N
H

/

benzylaminopurin
(BAP)

Obr. 2: Struktury vybranych aromatickych cytokinint

Cytokininy moc¢ovinového typu

HN

o

HN

N,N’-difenylmocovina
(DPUL)

} OH
HN

/

orto-topolin
(oT)

} .OH
HN
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(mT)

N Cl
’ ~
=
HN
(0]
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N-fenyl-N"-(2-chloro-4-
pyridyl)mocovina (CPPU)

Obr. 3: Struktury cytokinini moc¢ovinového typu

11

orto-metoxytopolin

meta-metoxytopolin

N-fenyl-N"-(1,2,3-thidiazol-5-
yl)mocovina, thidiazuron (TDZ)



2.1 Rozdéleni cytokinini

Podle fetézce vazaného na purinové jadro se cytokininy déli na isoprenoidni nebo
aromatické (Mok a Mok, 2001).

2.1.1 Isoprenoidni cytokininy

Isoprenoidni cytokininy maji v N® pozici isopentenylovy postranni fetézec a zahrnuji
NE-isopentenyladenin (iP) a cis-zeatin (cZ) a trans-zeatin (tZ), ptipadné dihydrozeatin
(DHZ) s hydrogenovanym postrannim fetézcem (Obr. 1) (Feng et al., 2017).

2.1.1.1 Isopentenyladenin

NC-isopentenyladenin je spolu s cytokininy zeatinového typu nejéastéji se vyskytujicim
cytokininem v rostlinach (Sakakibara, 2006). Isopentenyladenin se také ¢asto vyskytuje
ve formé ribosidu (iPR). Tato latka pak byva soucasti tRNA mnoha organismi, véetné

bakterii, kvasinek, rostlin a zvifat (Hall, 1970).

2.1.1.2 Zeatin

Millerem (1961) byla v mlééném endospermu kukufi¢nych zrn objevena latka podobajici
se svymi vlastnostmi kinetinu a pozdgji byla nazvana jako zeatin (Letham, 1963). Podle
konfigurace hydroxylovaného postranniho fetézce se zeatin se vyskytuje ve dvou
izomernich formach — cis-zeatin a trans-zeatin. V piipadé, ze dojde k nasyceni dvojné
vazby postranniho fetézce, vznika dihydrozeatin (Mok a Mok, 2001; Feng et al., 2017).

Na geometrii postranniho fetézce siln€ zavisi samotna cytokininova aktivita téchto
latek. Trans-zeatin je latka nékolikanasobné aktivnéj$i z hlediska cytokininové aktivity
oproti svému Cis-izomeru, ktery je ve vétsiné biotestd témét neaktivni. Nasyceni dvojné
vazby v dihydrozeatinu jesté vice tuto aktivitu snizuje (Schmitz et al., 1972). Avsak
v urcitych rostlinnych druzich (pfipadné v konkrétnich organech ¢i béhem urcitych
fyziologickych procesti) mize byt funkéné dulezity i cis-zeatin, hraje naptiklad dulezitou
a specifickou roli v odpovédi rostlin na nedostatek fosforu (Silva-Navas et al., 2019).
Stejné tak maji tZ i cZ pozitivni roli V rostlinné imunité, ovSem druhy zminovany pasobi
ztejm¢ ponckud odlisSnym mechanismem (GroBkinsky et al., 2013; Keshishian
a Rashotte, 2015).
2.1.2 Aromatické cytokininy
Za ptirozen¢ se vyskytujici cytokininy byly piivodné povazovany zejména isoprenoidni
cytokininy jako isopentenyladenin a zeatin. Aromatické cytokininy byly v rostlinach
identifikovany az pozdé&ji. Mezi nejvyznamnéjsi se fadi kinetin, benzyladenin a topoliny
(Obr. 2) (Strnad, 1997).
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2.1.2.1 Kinetin

Jak jiz bylo zminéno vyse, ptivodné byl kinetin izolovan z DNA autoklavovaného slediho
spermatu (Miller et al., 1955). Dlouhou dobu byla tato latka povazovana za ptirozené se
nevyskytujici v rostlinach, tedy za synteticky cytokinin. Prvni diikaz ptirozeného vyskytu
této latky prinesl Raman a Elumalai (1996), kdyz identifikovali kinetin v extraktu
kofenovych noda piesliéniku tichomotského (Casuarina equisetifolia) infikovaného
bakterii Frankia. Také Ge et al. (2005) dokazali, Ze kinetin, stejné jako jeho ribosidova
forma se vyskytuji pfirozené v endospermové tekutiné mladého kokosového ofechu
(v kokosovém mléce).

Zda se, ze Kinetin jak v rostlinnych, tak v zivocisnych bunkach vznika za
specifickych podminek, naptiklad v poranénych pletivech ¢i tkanich a casto tak byva
spojen s oxidativnim poskozenim (Kadlecova et al., 2019). Zvysené mnozstvi kinetinu

bylo zjisténo také v lidské moci pacientu s rakovinou plic (Barciszewski et al., 2000).
2.1.2.2 Benzyladenin

Benzyladenin (benzylaminopurin, BA, BAP) se vyskytuje ve formé ribosidu a dalSich
derivati. Jeho ribosidova forma (benzylaminopurin ribosid, BAPR) byla poprvé
identifikovana v bunétné kultute anyzu Pimpinella anisum L. (Ernst et al., 1983).
Samotny BAP je aktivni a lehce ziskatelna latka, ktera je v dnesni dob¢ hojné vyuZzivana
Vv pletivovych kulturach pfi in vitro regeneraci rostlin. Mezi jeho vyznamné derivaty se
fadi hydroxyderivaty (topoliny) a methoxyderivaty (Strnad et al., 1997; Tarkowska et al.,
2003; Taiz a Zeiger, 2010).

2.1.2.3 Topoliny

Jedna se o skupinu latek (strukturné hydroxy-derivaty benzyladeninu), jez byly objeveny
v listech topolu a odtud tedy pochazi nazev topoliny. Konkrétné se jedna o latku
meta-topolin  (MT, 6-(3-hydroxybenzylamino)purin), ktery je vysoce aktivni
v rostlinnych biotestech a o ponékud méné aktivni orto-topolin (0T, 6-(2-
hydroxybenzylamino)purin)(Strnad et al., 1992, 1997; Strnad, 1997).

Horgan et al. (1975) izolovali z lista topolu latku 6-(2-hydroxybenzylamino)-9-f-
D-ribofuranosylpurin (orto-topolin ribosid, oTR). Poté Strnad et al. (1992) dokazali
ptirozeny vyskyt i samotné volné baze orto-topolinu, nasledné Strnad et al. (1997)
prokazali, ze i meta-topolin se v rostlinnych pletivech vyskytuje pfirozené, a kromé
samotné volné baze je zde mozné najit i jeho derivaty 9-B-D-ribofuranosyl a 9-p-D-

glukopyranosyl. Taktéz bylo zjisténo, ze aromatické cytokininy jsou jejich
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biochemickymi vlastnostmi a biologickou aktivitou ponékud odlisné od isoprenoidnich
cytokinint.

V zavislosti na pozici hydroxylace na benzenovém jadfe se mizou vyrazné lisit
cytokininové vlastnosti topolinl. Zatimco hydroxylace v meta pozici vyrazné zvysuje
aktivitu v cytokininovych biotestech, hydroxylace v orto a para poloze tuto aktivitu
snizuje. Meta-topolin je tedy jednim z biologicky nejaktivnéjSich cytokinini (Kaminek
etal., 1987).

2.1.3 Derivaty mocoviny

Jako prvni ze skupiny latek mocovinové povahy vykazujicich cytokininovou aktivitu byla
objevena difenylmocovina, tato latka byla pivodné izolovana z kokosového mléka
(Shantz a Steward, 1955) nedlouho potom, co byl objeven kinetin. Pozdéji vSak ale bylo
zjisténo, Ze se jedna pouze o kontaminaci z analyzy a tyto derivaty se vyskytuji pouze
v syntetické¢ podobé (Mok a Mok, 2001). Mezi dalsi latky patii kromé jiz zminéné
N, N’-difenylmocoviny (DPU) také thidiazuron (TDZ) ¢i N-fenyl-N’-(2-chloro-4-
pyridyl)mocovina (CPPU) (Obr. 3), pti¢emz doposud stale plati, ze u téchto latek nebyl
prokazan jejich ptirozeny vyskyt v rostlinach (Mok a Mok, 2001; Feng et al., 2017).
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2.2 Vlastnosti cytokinint
2.2.1 Biologicka funkce cytokinini

Cytokininy podporuji déleni bun¢k ve stonkovém apikalnim meristému, naproti tomu
Vv kotfenech dochdzi vlivem cytokinini k opaénému efektu, velikost bunék a mira
bunééného déleni je zde jejich aktivitou snizovana (Taiz a Zeiger, 2010).

Tvorba pupent je regulovana vét§Sim mnozstvim rostlinnych hormond vcetné
cytokininli a auxinti. Zatimco auxiny potlacuji rist postrannich pupenti, cytokininy tvorbu
postrannich pupenti podporuji (Taiz a Zeiger, 2010).

V pletivovych kulturach ovliviiuji cytokininy spolu s auxiny morfogenezi. Vysoky
pomér cytokininli:auxinii V médiu indukuje riist nadzemnich ¢asti, pii vySSim poméru
auxinti:cytokinini dochazi ke stimulaci rastu kofent. Pfi vyrovnan¢é vysokém mnozstvi
obou slozek vznika kalus (Davies, 2010; Taiz a Zeiger, 2010).

Cytokininy dale oddaluji listovou senescenci. Senescence se vyznauje ztratou
chlorofylu, RNA, proteinti a lipidd. Cytokininy nejsou schopny tento jev zcela
eliminovat, ale jsou schopny senescenci vyrazné oddalit (Taiz a Zeiger, 2010).

V néekterych rostlinach podporuji cytokininy otvirani priiduchti, vyvoj chloroplast
¢i zvétsovani velikosti listd (Davies, 2010).

2.2.2 Vyskyt

Cytokininy jsou rostlinné hormony, mistem jejich vyskytu jsou tedy zejména prave
rostliny. PFitomnost téchto latek byla ale potvrzena i u jinych zivych organismu, jako
napiiklad u hub, bakterii, hmyzu ¢i dokonce u nékterych savci. U psa domaciho (Canis
familiaris) byly objeveny cytokininy cis-zeatinového typu a iP typu. Dokonce bylo
potvrzeno, ze savéi bunky dokazi syntetizovat urité typy cytokinind (Seegobin et al.,
2018). Cytokininy byly identifikovany i v lidské moci (Barciszewski et al., 2000).

V buiice se cytokininy mohou nachazet volné v cytoplazmé, a to jak ve formé
volnych bazi, tak i ribosida ¢i ribotid. Nékteré jsou i vazané v urcitych transferovych
RNA (tRNA), vtomto pfipadé ale pouze ve form¢ ribotidi. Tyto na tRNA vazané
ribosylované cytokininy byvaji soucasti Sirokého spektra organismi — rostlin, bakterii,

kvasinek i zvifat (Srivastava, 2002; Bajguz a Piotrowska, 2009; Aremu et al., 2012).
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2.2.3 Biosyntéza a aktivace cytokinini

Isoprenoidni cytokininy mohou byt syntetizovany dvéma riznymi cestami. Nejcastéji je
vyuzivana de novo syntéza, kdy je z dimetylalyl difosfatu (DMAPP) pfemistén prenylovy
fetézec na N® pozici ATP, ADP nebo AMP a vznika tak iPR-5’-trifosfat, difosfit nebo
monofosfat (Obr. 4). Tato reakce je katalyzovana enzymem adenylat
isopentenyltransferasou (IPT). VV genomu Arabidopsis thaliana se vyskytuje 9 IPT gent
(kodujicich enzymy: AtIPT1 EC 2.5.1.27 az AtIPT9 EC 2.5.1.75, Z nichZ dva ale koduji
tRNA-IPT — viz nize). Vznik tZRMP (tZRDP, tZRTP) je v dalsim kroku katalyzovan
cytochromem P450 monooxygenazou CYP735A. Timto zpisobem vznikaji cytokininy
iP- a tZ-typu (Feng et al., 2017).
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Obr. 5: Biosyntetické drahy cytokininid s vyuzitim tRNA, ptevzato z Feng et al., 2017

Dalsi metodou biosyntézy je vyuziti recyklovanych tRNA (Obr. 5). V prvnim kroku
prenasi tRNA-IPT isopentenylovou jednotku z DMAPP a pfipojuje ji na N® pozici daného
nukleotidu na 3’-konci antikodonu tRNA. Aktivaci tRNA-IPT vznikaji cytokininy
cZ- a iP-typu. V Arabidopsis muzeme najit dva geny kodujici tRNA-IPT, a to AtIPT2
a AtIPT9 (Feng et al., 2017).

Biosyntéza aromatickych cytokinint stale neni pfesné objasnéna. Enzymy potiebné
pro biosyntézu a vzajemné premény aromatickych cytokinini je$t¢ nebyly
identifikovany, nicméné piedpoklada se, ze alespont Cast biosyntetické drahy bude
podobna jako v piipadé isoprenoidnich cytokinind (Davies, 2010).

Nasledna aktivace cytokininti spociva v pfeméné ribotidové formy na aktivngjsi
volnou bazi. Pro tuto akci byvaji vyuzity opét dvé rizné drahy. Prvni z nich tkvi ve
dvoukrokovém odstépeni nejprve fosfatu a poté i ribosy. Dal§i moznosti je vyuziti
jednokrokové aktivace za ucasti cytokinin-specifické fosforibohydrolasy nazyvané téz
jako LONELY GUY (LOG) (Obr. 4,5) (Kurakawa et al., 2007; Feng et al., 2017).
Nukleotidy a nukleotid di- a trifosfaty mohou byt defosforylovany riznymi fosfatasami,
jako naptiklad 5"-nukleotidasou (EC 3.1.3.5) (Chen a Kristopeit, 1981) nebo alkalickou
(EC 3.1.3.1) ¢i kyselou fosfatasou (EC 3.1.3.2). Samotna deribosylace cytokininovych
nukleosidii pak probihd za pfitomnosti enzymu adenosin nukleosidasy (EC 3.2.2.7).
Reverzni fosforylace nukleosidi na nukleotidy je katalyzovana adenosin kinasou
(EC 2.7.1.20) (Galuszka et al., 2008). Pfima pfeména cytokininovych volnych bazi na
nukleotidy je mozna diky adenin fosforibosyltransferase (EC 2.4.2.7) (Schnorr et al.,
1996; Allen et al., 2002).
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2.2.4 Metabolismus

Cytokininy se vyskytuji ve formé& volnych bazi, nukleotidl, nukleosidi a glykosida
(N-glykosidy a O-glykosidy). Cytokininy tedy tvoifi konjugaty s cukry
a aminokyselinami. Tyto konjugaty pak funguji zejména jako zasobni, transportni nebo
biologicky neaktivni formy cytokinint a jsou zodpovédné za plasticitu rostlin. Ptikladem
mohu byt latky iPR, cZR, tZR a dal$i. NejaktivnéjSimi formami jsou obvykle jejich volné
baze a cukerné konjugaty (glykosidy) slouzi jako neaktivni a zdsobni forma cytokinini
(Davies, 2010; Feng et al., 2017). Vyssi koncentrace nukleosidi a nukleotidu se obvykle
vyskytuje v semenaccich a vyvijejicich se organech, a to zfejme kvili zvysené potiebe¢ de
novo syntézy cytokininli. Nasledna deaktivace volnych béazi konverzi zpét na nukleotidy

in planta je stale sporna (Galuszka et al., 2008).
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Obr. 6: Zakladni metabolické drahy isoprenoidnich cytokinintl. Enzymy t¢astnici se reakci: 1 —
adenylat isopentenyltransferasa (EC 2.5.1.27), 2 — cytochrom P-450 monooxygenasa (EC
1.14.13), 3- zeatin reduktasa (EC 1.3.1.69), 4 — zeatin isomerasa, 5 — zeatin-O-glukosyltransferasa
(EC 2.4.1.203 a EC 2.4.1.215), 6 — zeatin-O-xylotransferasa (EC 2.4.1.40), 7 — B-glucosidasa
(EC 3.2.1.21), 8 — cytokinin-N-glucosyltransferasa (EC 2.4.1.118), 9 — cytokinin dehydrogenasa
(EC 1.5.99.12), carkované jsou znacené predikované drahy. Prevzato a upraveno z Galuszka et
al., 2008
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Z aktivni volné bdze mohou za pomoci riznych enzymi vzniknout rizné
metabolity. Jednou z moznosti je vznik glykosida (Obr. 6). Tvorba cytokininovych
glukosidi na pozicich 7- a 9- je katalyzovana enzymem glukosyltransferasou
(EC 2.4.1.118). Tento enzym rozpoznava jako substraty derivaty adeninu, pfi¢emz
nejéastéjsi je preména derivati s N8-postrannim fetézcem, ktery obsahuje alespoii tfi
uhliky (Entsch et al., 1979).

Ke specifické N-glukosylaci muize dochazet v pozicich 3-, 7- a 9- adeninu a tento
proces zptisobuje inaktivaci cytokininii, ktera je v pripadé N’ a N°- glukosylace nevratn4.
V Arabidopsis byly identifikovany dva enzymy katalyzujici vznik N’ a N°-glukosid,
jedna se o N-glukosyltransferasy (UGT76C1 a UGT76C2) (Hou et al., 2004; Wang et
al., 2011, 2013). Bylo také zjisténo, ze pii vystaveni rostlin fedkve seté (Raphanus
sativus) vysokym koncentracim exogenné aplikovanych cytokininii dochazi ke vzniku
zejména N'-glukosidi (Cowley et al., 1978; Letham et al., 1978). Diéle bylo zjisténo, Ze
N’-glukosidy trans-zeatinu a N®-isopentenyladeninu jsou odolné vic¢i degradaci
cytokinin oxidasou/dehydrogenasou (CKX, EC 1.5.99.12). Tyto N’-glukosidy se pak
dale hromadi v rostlinnych pletivech, jelikoz jsou resistentni vié¢i dalsi metabolické
aktivité. Nevratna N-glukosylace muze také snizovat dostupnost aktivnich cytokinint
v rostlinnych pletivech a ovliviiovat tak reakce rostlin, proto byly hledany latky inhibujici
tuto metabolickou drahu. Bylo zji$téno, Ze synteticka analoga benzyladeninu — latky jako
olomoucin (6-benzylamino-2-[2-hydroxyetylamino]-9-metylpurin) nebo roskovitin (6-
benzylamino-2-[1-etyl-2-hydroxyetylamino]-9-isopropylpurin)  —  jsou  schopny
zabranovat N-glukosylaci tim, ze dochazi ke kompetitivni inhibici substratu trans-zeatinu
(Parker et al., 1986; Blagoeva et al., 2004; Hou et al., 2004).

Na cytokininovém postrannim fetézci miize dochazet k dalsimu typu modifikace,
ato k O-glykosylaci. Podle specificity k cukernému fetézci rozliSujeme dva typy
O-glykosyltransferas — enzymu katalyzujicich tyto reakce: zeatin-O-xylosyltransferasy
(EC 2.4.2.40) a zeatin-O-glukosyltransferasy (EC 2.4.1.203 a EC 2.4.1.215) (Obr. 6)
rozliSujici mezi cis- a trans-zeatinem (Martin et al., 2001; Veach et al., 2003). Bylo také
zjisténo, ze enzymy z kukufice jsou schopné ucinné glykosylovat i topoliny (Mok et al.,
2005). Isoenzym specificky pro cis-zeatin glukosyluje orto-topolin a isoenzym specificky
pro trans-zeatin naopak meta-topolin (Hou et al., 2004). O-glukosidy zeatinu fungujici
jako zasobni formy mohou byt hydrolyzovany zpét na aktivni volnou bazi diky
B-glukosidase (EC 3.2.1.21) (Obr 6). Nejvyssi aktivita B-glukosidasy byla pozorovana

v elongacnich zdénach, kde je potieba velkého mnozstvi aktivnich cytokinini
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(Kristoffersen et al., 2000). Sou¢asn¢ O-glukosidace chrani cytokininy pied degradaci
vlivem cytokinin oxidasy/dehydrogenasy (Brzobohaty et al., 1993).

Dalsimi modifikacemi, které byly prokazany, ze probihaji pfirozené in vivo
v rostlinach jsou O-acetylace zeatinu, redukce dvojné vazby zeatinu a nasledny vznik
dihydrozeatinu (Obr. 6) (enzym zeatin reduktasa EC 1.3.1.69) a hydroxylace
NC-isopentenylového fetézce z cytokininil isopentenylového typu na cytokininy
zeatinového typu (Galuszka et al., 2008). Zeatin muze byt také konvertovan na Kyselinu
lupinovou pomoci enzymu zeatin 9-aminokarboxyetyltransferasy (EC 2.5.1.50, diive
EC 4.2.99.13) (Entsch et al., 1983).
2.2.5 Degradace

V mnoha rostlinnych druzich byl prokazan enzym cytokinin oxidasa/dehydrogenasa
(CKX, EC 1.5.99.12), ktery nevratné $tépi nenasyceny Né-postranni fetézec cytokinint
(iP, cZ, tZ). Aktivita tohoto enzymu je indukovana vysokymi koncentracemi cytokinint.
To, ze aromatické cytokininy nejsou dobrym substratem tohoto enzymu, by mohlo
vysvétlovat jejich vysokou aktivitu v biotestech i pies jejich slabou aktivaci
cytokininovych receptorti (Taiz a Zeiger, 2010; Feng et al., 2017). CKX degraduji
cytokininy sriznou specifitou, zatimco apoplastické enzymy interaguji prevazné
s cytokininovymi volnymi bazemi a ribosidy, cytosolické enzymy preferuji 9-glukosidy
a vakuolarni enzymy vykazuji nejvétsi aktivitu s cytokinin ribosid mono-, di- a trifosfaty
(Galuszka et al., 2007).

2.2.6 Signalizace

V genomu Arabidopsis thaliana se nachazeji tfi histidinové kinasy, které zahrnuji rodinu
cytokininovych receptorti: AKH2, AHK3 a AHK4/CRE1/WOL. Konkrétni misto vazajici
cytokininy se na téchto receptorech nachézi mezi transmembranovymi doménami V tzv.
CHASE doméné. Po navazani cytokininu (Obr. 7) je receptor aktivovan autofosforylaci,
fosforylované skupiny jsou poté pfemistény na konzervovana histidinova rezidua
Arabidopsis histidin fosfotransferovych proteini (AHP). AHP jsou nasledné
translokovany z cytosolu do jadra a fosforyluji dalsi komponenty vcetné reguldtora
odpovédi typu-A a typu-B u Arabidopsis (Arabidopsis type-A a type-B response
regulators, ARR). ARR typu-B jsou skupina transkrip¢nich faktort tfidy MYB, které po
aktivaci pfimo reguluji expresi ARR genil typu-A (Feng et al., 2017).
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Obr. 7: Signalizace cytokinini (pfevzato z Feng et al., 2017)

Tab. 1: Srovnani aktivace AHK3 a AHK4 vybranymi cytokininy a jejich ribosidy (ptfevzato ze
Spichal et al., 2004)

Relativni aktivita (%)

Latka

AHK3 AHKA4
tZ 100 100
tZR 10 92,5
cZ 0 54,2
cZR 0 nt
DHZ 0,1 52,9
DHZR 0 20,8
iP 89,2 72,9
iPR 10 10,1
K 2,5 23,8
KR 0 5,0
BAP 7,7 23,6
BAPR 0 40
oT 0 0
0TR 0 0
mT 28,6 79,8
mTR 0 6,3
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Pro rGzné cytokininy vykazuji cytokininové receptory ruznou afinitu. AHK3
I AHK4 vazou tZ i 1P, ale 1isi se vazanim ostatnich cytokininu (Feng et al., 2017). AHK3
rozpoznava také cZ a DHZ, ovSem s mensi citlivosti. Cytokininové ribosidy (CKR)
a ribotidy neaktivuji AHK4 viibec, zatimco AHK3 ano. Aromatické cytokininy, a i jejich
ribosidy aktivuji cytokininové receptory vyrazné méné nez isoprenoidni cytokininy
(Tab. 1). Orto-topolin stejné¢ jako orto-topolin ribosid neaktivuji ani AHK3 ani AHK4
(Spichal et al., 2004).
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2.3 Biologicka aktivita cytokininovych ribosidii na rostliny

2.3.1 Cytokininova aktivita

Cytokininova aktivita se stanovuje pomoci cytokininovych biotestli. NejrozsifenéjSimi
jsou kalusovy, Amarantovy a senescencni biotest. Kazdy z téchto testd zkouma jinou
vlastnost typickou pro cytokininy. Jako referen¢ni hodnota byva stanovena aktivita BAP,
ktera odpovida 100 %. Podstatou kalusového biotestu je ptirtstek hmoty kalusu po
inkubaci bun¢k tabaku virginského (Nicotiana tabacum) v pfitomnosti testované latky. U
Amarantového biotestu se jednd o mnozstvi betacyaninu produkovaného ve tmé
Vv rostlinach laskavce ocasatého (Amaranthus caudatus). Senescen¢ni test urluje
schopnost zkoumavych latek oddalovat senescenci v odstfizenych listech pSenice seté
(Triticum aestivum) a mé#i se pomoci mnozstvi zbylého chlorofylu v listech (Holub et al.,
1998).

Cytokininové ribosidy obvykle nedosahuji vysSich aktivit v biotestech nez jejich
volné baze, glukosidy pak byvaji téméf Uplné€ neaktivni. Pouze u senescenc¢niho testu
dochazi v n¢kterych pfipadech k vyssi aktivité u ribosidt oproti jejich volnym bazim. Zde
se muze jednat az i 0 220 % aktivity BAP (Holub et al., 1998; Dolezal et al., 2007).

Na cytokininovou aktivitu aromatickych cytokinini maji vyznamny vliv také
substituenty na benzenovém jadie aromatickych cytokinind. Orto-hydroxylace vyrazné
snizuje aktivitu, para-hydroxylace také zpusobuje ztratu aktivity, naproti tomu meta-
hydroxylace tuto aktivitu zvySuje a mT (Vsenescencnim testu MTR) je jedna
z nejaktivngjSich latek v cytokininovych biotestech. Vyrazny vliv na aktivitu ma také
substituce atomem halogenu na benzenovém jadre, zejména pak fluorinace. Fluorderivaty
vykazuji vysokou cytokininovou aktivitu ve vSech tiech biotestech. Vyrazné
cytokininové aktivity dosahuji také monometoxyderiaty BAPR (Holub et al., 1998;
Dolezal et al., 2007).

Dolezal et al. (2007) ve své praci pripravili 48 aromatickych derivati
cytokininovych ribosidi. Ani jedna ztéchto latek neni schopna plné aktivovat
cytokininové receptory AHK3 nebo AHK4, coz je piekvapivé zejména u AHK3, ktery
obvykle cytokininovymi ribosidy rozpoznavan byva (Spichal et al., 2004).

2.3.2 Cytotoxicky efekt

Cytokininové ribosidy mohou mit pro rostliny i toxicky ucinek. Toxické koncentrace
CKR pro rostliny jsou vSak ale mnohonasobné¢ vyssi nez ty, které se vyskytuji pfirozené

v rostlinach. Endogenni vyskyt CKR vrostlinnych buikdch se pohybuje
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v pikomolarnim fadu, pfi vySe zminéném toxickém efektu se jiz vSak jedna o fady
mikromolarni a vyssi (Voller et al., 2019).

Mlejnek a Prochazka (2002) a Mlejnek et al. (2003) zkoumali efekt iPR a BAPR
na BY-2 buinky Nicotiana tabacum. Po aplikaci iPR i BAPR Vv koncentracich
desitek pmol-I" na buiiky dochazi k bundéné smrti se znaky typickymi pro apoptozu.
Bylo pozorovano zmensovani bun¢k, kondenzace chromatinu 1 degradace DNA stejné
jako aktivace kaspazam-1 a 3 podobnych proteaz (caspase-1/3-like protease). V bunkach
dochazi po aplikaci CKR K jejich rychlé fosforylaci a vzniku a akumulaci ribosid-
monofosfath pomoci adenosin kinasy, které¢ je provazeno vznikem reaktivnich forem
kysliku a poklesem mnozstvi ATP. Bylo potvrzeno, Ze pravé intraceluldrni fosforylace
souvisi s navozenim apoptdzy v rostlinnych bunikach tabdku a ze aplikaci inhibitoru
adenosin kinasy je mozné zabranit intraceluldrni fosforylaci a vyhnout se tak navozeni
apoptozy v bunikach.

Podobny mechanismus navozeni apoptézy v rostlinnych bunkach byl objeven také
pti aplikaci cytokininovych volnych bazi. V jejich piipadé dochazi taktéz k fosforylaci
a preméné na odpovidajici mononukleotidy, nedéje se tak ale pomoci adenosin kinasy,
nybrz pies fosforibosyltransferazovou drahu. Nasledny pribéh navozeni apoptdzy je
analogicky jako u CKR (Mlejnek et al., 2005).

Nekteré cytokininové volné baze jsou ovSem schopné inhibovat také rostlinné na
cyklinech zévislé protein kinasy (CDK) a takto plsobit toxicky na rostlinné bunky.
Optimalni koncentrace cytokinini aplikovanych na kalus tabaku pii experimentech
zkoumajicich podporu bunééného déleni je mezi 10° az 10° M, vyssi koncentrace nez
107 neni tak efektivni a pii koncentraci vyssi nez 10jiz dochazi k inhibici buné¢ného
déleni. Konkrétné latky iP a BAP silné€ inhibuji rostlinné CDK pii koncentracich vysSich
nez 50 pmol-1" (Dolezal et al., 2006).
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2.4 Biologicka aktivita cytokininovych ribosidii na zivo¢isné bunky
Cytokininy jsou latky, které piisobi na fadu fyziologickych procest v rostlinach, bylo ale
zjisténo, ze mohou ovliviiovat také bunky Zivo¢isné. Nekteré z téchto latek navozuji
apoptoézu nebo inhibuji rist bunék odvozenych od riiznych malignit, jiné ochranuji
zivociSné bunky pfed oxidativnim stresem ¢i oddaluji starnuti bunék tak, ze jsou
pouzivany i v kosmetickych piipravcich (Kadlecova et al., 2018; Voller et al., 2019).
2.4.1 Apoptoza (u nadorovych bunék)

Mezi zakladni mechanismy zaniku bunky patii apoptdza a nekrdza. Zatimco u nekrozy
se jednd o nekontrolovatelny rozpad buiiky cCasto nasledovany zanétlivou reakci,
apoptdézu nazyvame programovanou bunécnou smrti. U apoptdzy hovoiime o procesu
aktivnim, do jisté miry vratném a vyzadujicim ATP. Normalni pritbéh apoptdzy je nutny
pro udrzeni homeostazy, jeji deregulace vede k patologickym staviim a je Casto znakem
nadorovych onemocnéni. RozliSujeme dve hlavni apoptické drahy: receptorovou (vnéjsi)

a mitochondrialni (vnitini) (Klener a Klener, 2013).
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Obr. 8: Schéma apoptozy. A — Vnéjsi (receptorova) cesta aktivace, B — vnitini (mitochondrialni)

cesta aktivace (prevzato z Klener a Klener, 2013
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Receptorova apoptoza (Obr. 8A) zacind navazanim smrticich ligandt (death
ligands — FAS ligand, TNF,...) na smrtici receptory (death receptors — FAS, TNFR,...),
diky ¢emuz vznika efektorovy komplex DISC (death inducing signaling complex).
V tomto komplexu nésledné dochazi k autoaktivaci kaspazy-8 a kaspdzy-10, které dale
§tépi kaspazu-3 a kaspazu-7 (Klener a Klener, 2013).

Mitochondrialni apoptoza (Obr. 8B) je evoluéné starsi detekujici zejména mutace
DNA a chyby pfi replikaci DNA. V mitochondriich se nachazi fada proapoptickych
molekul (cytochrom C, apoptézu indukujici faktor — AlF, endonukleasa G, atd.). Ke
spusténi mitochondrialni apoptdézy dochazi narusenim vnéj$i mitochondridlni membrany
a uvolnénim proapoptickych molekul a kyslikovych radikali do cytosolu. Nasledné
vznika efektorovy komplex — apoptosom a dochdzi k autoaktivaci kaspazy-9, ktera dale
aktivuje kaspazu-3 a kaspazu-7 (Klener a Klener, 2013).

Aktivace kaspaz-3 a 7 je spole¢na obéma zminénym draham a v této fazi se jiz jedna
0 nevratny proces apoptozy. Poté jsou §tépeny zakladni bunécné struktury a komponenty,
chromatin kondenzuje, membranové vezikuly se odstépuji a dochazi ke vzniku

apoptickych télisek, které jsou fagocytovany (Klener a Klener, 2013).
2.4.2 Protinadorova funkce CKR
U pfirozené¢ se vyskytujicich cytokininovych ribosidli byla prokdzana znacna
protinadorova aktivita. Prvni diikazy o cytotoxické aktivité¢ cytokininovych ribosida
pochazeji z 60. let 20. stoleti. Prvotni studie zkoumaly iPR a dal§i NO-substituované
derivaty adenosinu s vazanym alifatickym fetézcem. Fleysher et al. (1969) ptipravili sadu
derivati CKR a prokazali cytotoxickou aktivitu nékolika aromatickych CKR
(N®-benzyladenosinu, NO-furfuryladenosinu a NS-thienyladenosinu) vi¢i riiznym
krevnim malignitam a naopak dokazali, Ze normalni leukocyty zustaly témito latkami
neovlivnéné. Tato slibna aktivita vyustila v mensi klinickou studii s latkami iPR a BAPR
(Mittelman et al., 1975). V ptipadé iPR byly béhem studie zjistény pozitivni u€inky pfi
1é¢bé promyeloidni leukemie, chronické myeloidni leukemie nebo chronické lymfatické
leukemie pii podavani 30-40 mg-kg? iPR, oviem vyskytly se zde jisté problémy se
stabilitou dané latky. BAPR v davkach 20-30 mg-kg™? byl schopen vyvolat zlepseni
U pacientd s leiomyosarkomem a rakovinou ledvin (Mittelman et al., 1975).

Dale bylo také u nékterych cytokininti zjisténo, Ze jsou schopny inhibovat urcité
lidské protein kinasy vcetné na cyklinech zavislych protein kinas (CDK). Pomoci

drobnych modifikaci struktury BAP je mozné docilit specifické inhibice vii¢i konkrétnim
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dulezitym CDK. Mezi 2, 6, 9-trisubstutouvanymi derivaty BAP bylo nalezeno nékolik
vyznamnych latek s protinddorovym ucinkem, jako naptiklad latky olomoucin ¢i
roskovitin, které jsou vysoce aktivnimi inhibitory CDK (Vesely et al., 1994; Havlicek et
al., 1997; Dolezal et al., 2006).

2.4.2.1 Vyzkum mechanismu pusobeni CKR na leukemickou
bunéénou linii HL-60

Vyznamny pokrok ve vyzkumu mechanismu ptsobeni derivati BAPR uskute¢nili
Mlejnek a Kuglik (2000) a Mlejnek (2001), ktefi se zabyvali studiem mechanismu
pisobeni N6-benzyladenosinu (BAPR) na nadorové buiiky, konkrétng bunéénou linii
akutni promyelocytické leukemie HL-60. Dosli ke zjisténi, Ze mikromolarni koncentrace
BAPR aplikované na buniky HL-60 navozuji nevratné zmény vedouci k apoptoze (Obr. 8)
zahrnujici aktivaci kaspazy-3 a kaspazy-9, ktera je doprovdzena zménami struktury
chromatinu, integrity DNA a také zménou hladiny ATP. Pravé ATP je nezbytné pro
pohyb chromatinu smérem k jaderné membrang. Ishii et al. (2002) potvrdili i u dalsich
cytokininovych ribosidi (iPR, KR, BAPR) schopnost indukce apoptézy a inhibici ristu
HL-60. Cytokininové ribosidy na rozdil od cytokininovych volnych bazi zplsobuji
vyrazny pokles intracelularniho ATP, snizeni membranového potencidlu mitochondrii
a akumulaci reaktivnich forem kysliku a timto tedy navozeni apoptdzy pies vnitini cestu
(Obr. 8A). NE-substituované derivaty adeninu a adenosinu (cytokininové volné baze
a ribosidy) jsou v bunkach HL-60 in vitro fosforylovany na monofosfaty. Zatimco
u cytokininovych ribosidii dochéazi k fosforylaci adenosin kinasou, u volnych bazi je
potfeba jiné drdhy a v tomto ptfipad¢ je pak mnoZzstvi vzniklych mononukleotidi 50-
100krat nizsi. Tato intracelularni akumulace mononukleotidi odvozenych od ptislusnych
NO-substituovanych derivati adenosinu vede Kk vyraznému poklesu ATP v buiice
a nasledné indukci apoptdzy. Z tohoto tedy plyne, pro¢ jsou cytokininové volné baze ne
ptili§ uspeSnymi spoustéci apoptézy (Mlejnek a Dolezel, 2005). K intracelularni
fosforylaci dochazi nejen u cytokininovych ribosid, ale i1 u jejich pfislusSnych
ribosid-5"-monofosfatt. Cytotoxicita pak zustava podobna, piipadné fosforylace vede
k jejimu snizeni (Voller et al., 2010).

Wang et al. (2016) zkoumali mechanismus apoptdzy spousténé 0TR v bunkach
HL-60. V bunkach akutni myeloidni leukemie ovliviiuje oTR jejich proliferaci a bunécny
cyklus. Nejprve dochazi k ptfeméné oTR na jeho fosforylovanou formu a poté k indukci
apoptozy aktivované jeji vnitini cestou (Obr. 8B) — pies uvolnéni cytochromu
z mitochondrii do cytosolu a nasledné zvyseni aktivity kaspazy-3.
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2.4.2.2 Vyzkum mechanismu piisobeni CKR na bunéénych liniich
pevnych nadori

Cheong et al. (2009) zjistovali u¢inky kinetin ribosidu (KR) na nadorovou bunéénou linii
HepG2. Data ziskana z pritokové cytometrie potvrdila in vitro inhibici rustu bunék
HepG2, kterd je zpiisobena zastavenim bunééného cyklu v piechodu fazi G2/M
a naslednou bunéénou smrti. Pfi dalSim vyzkumu mechanismu piisobeni KR bylo
zjisténo, ze antiproliferativni ucinek se projevuje také vuéi lidskym primarnim
fibroblastim a keratinocytiim. Pfi vystaveni bunék rtiznych lidskych nadorovych linii,
karcinomti a melanomi mikromolarnim koncentracim KR dochazi k ATP depleci
a indukci genotoxického stresu, nasledkem ¢ehoz jsou nad-regulovany geny odpovédi na
poskozeni DNA ¢i stres (Cabello et al., 2009).

Rajabi et al. (2012) aplikovali KR na buiky kolorektalniho karcinomu HCT-15.
V tomto ptipadé dosli také k zavéru, ze KR jiz pii koncentraci 2,5 pmol-I* zpiisobuje
zastaveni bunécného cyklu ve fazi S blokovanim piechodu G2/M a G0/G1 fazi.

V riiznych hematologickych malignitach zptlisobuji cytokininové ribosidy obvykle
spusténi apoptdzy, v ptipadé¢ bunéénych linii odvozenych od pevnych nadorti miize
vlivem CKR dojit k riznym efektim — jednou z moznosti je taktéz navozeni apoptozy,
dalsi je zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi nebo pfi piechodu G2/M fazi — v zavislosti

na prislusné bunééné linii a konkrétnim CKR (Voller et al., 2019).
2.4.2.3 Vyzkum vlivu struktury na protinadorovu aktivitu CKR

Dolezal et al. (2007) a Voller et al. (2010) provedli rozsahlé studie s mnozstvim derivati
NE-benzyladnosinii. Tyto latky byly testované jak na bun&énych liniich odvozenych od
raznych krevnich malignit (CEM, HL-60 K-562), tak na liniich odvozenych od pevnych
nadord (G-361, HOS, MCF7, B16).

K nejvyssimi cytotoxickému efektu u leukemickych linii a MCF7 obvykle dochazi
v souvislosti s orto-hydroxylaci a fluorinaci benzyladenosini (Tab. 2). Fluorované
derivaty jsou oviem toxické i pro normalni mysi fibroblasty (NIH3T3). Zadna ze 48
testovanych latek nebyla toxicka vuéi bunécéné linii lidského osteogenniho sarkomu
(HOS) a bunééné linie melanomu (G-361, B16) jsou taktéz pomérné odolné (vuci vice

nez 90 % testovanych latek) (Dolezal et al., 2007).
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Tab. 2: Hodnoty cytotoxicit vybranych latek na bunétné linie lidského osteogenniho karcinomu
(HOS), chronické myeloidni leukemie (K-562), rakoviny prsu (MCF7), akutni lymfoblastické
leukemie (CEM), akutni promyelocytické leukemie (HL-60) a lidského maligniho melanomu
(G-361), (prevzato z Dolezal et al. (2007) a Voller et al. (2010)

Bunééni linie (ICso/umol-1?)

Latka

HOS K-562 MCF7 CEM HL-60 G-361
BAP >166 140 >166 >166 >166 >166
BAPR 13,6 59 3,7 1,3 0,93 15
K >166 >166 >166 155 >166 >166
KR 5,9 10,5 4,3 1,6 0,8 21,9
iP >166 150 >166 92 >166 >166
iPR 11,7 5,2 6,9 1,7 0,71 >166
ol >166 >166 >166 118 78 103
oTR 3,1 2,4 1,7 0,5 0,6 11,6
mT >166 140 >166 >166 >166 >166
mTR >166 >166 >166 >166 24 >166
4-F-BAPR 13,2 2,7 21 1,25 1,2 >166
2-OH-3-Me-BAPR >166 18 6,9 0,9 15 >166
2-OH-3-MeO-BAPR  >166 27,9 20,2 0,3 0,15 148,1
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Obr. 9: Struktury latek isopentenyladenin ribosidu (iPR), kinetin ribosidu (KR),
benzylaminopurin  ribosidu  (BAPR), orto-topolin  ribosidu  (0TR), 2-hydroxy-3-
methoxybenzylaminopurin ribosidu (20H3MeOBAPR)

29



Voller et al. (2010) porovnavali kromé riznych substituentli na benzenovém jadie
taktéz rozdily v cytotoxicité¢ mezi cytokininovymi ribosidy a jejich pfislusSnymi volnymi
bazemi mezi celkem 47 pfirozené se vyskytujicimi cytokininy. Pfi oSetfeni bunéénych
linii cytokininovymi ribosidy 0TR, IPR, BAPR a KR (Obr. 9) dochazi redukci
Zivotaschopnosti jak u bunéénych linii hematologickych malignit, tak u linii pevnych
tumoru pii rozsahu ICsp = 0,5-13,6 uM. Nejcitlivéj§imi bunéénymi liniemi ov§em jsou
leukemické linie HL-60 a CEM. Bylo potvrzeno, ze cytokininové volné baze i glukosidy
vykazuji jen velmi nizkou ¢i viibec zadnou cytotoxicitu vici testovanym liniim. Stejné
jako Dolezal et al. (2007), tak i Voller et al. (2010) dosli k zavéru, ze s cytotoxicitou
vyznamné souvisi poloha hydroxylace na postrannim fetézci cytokinind. K nejvice
cytotoxickym latkim patii O0TR, dale pak mTR a pTR. V ptipadé cytotoxicity
iIsoprenoidnich cytokinint pak plati cZR > tZR.

Oproti ostatnim zkoumanym latkdm zptsobuje nejvyraznéjsi cytotoxicitu 0TR.
Tato latka jako jedina pisobi cilené na buné¢né linie z panelu NClgo S mutovanym tumor
supresorovym genem p53. Prave tento gen byva ¢asto mutovan nebo deletovan v lidskych
rakovinnych bunkach. V normalnich bunkach dochazi jeho vlivem K zastaveni
bunécného cyklu, senescenci a apoptdze, V rakovinnych bunkach se tak ale ned¢je
(Vazquez et al., 2008; Voller et al., 2010).

V soucasné dobé je nejaktivnéjSim cytokininovym ribosidem z hlediska
cytotoxicity vu¢i panelu nddorovych linii NClgo piirozen¢ se vyskytujici
20H3MeOBAPR. Na rozdil od 0TR je aktivita této latky nezavisla na p53 a bunécnou
smrt navozuje jinym mechanismem nez ostatni cytokininové ribosidy, a to bez
zpusobovani poklesu hladin ATP. Bylo zjisténo, Ze v tomto piipadé dochazi k inhibici
kandidatniho lidského onkogenu DNPHI, ktery byva nad-regulovan v riiznych
malignitach. DNPH1 je inhibovan i ostatnimi CKR (iPR, BAPR, KR), avSak v téchto
ptfipadech je cytotoxicky efekt zplsoben spiSe rychlym poklesem ATP a ztratou
membranové integrity bunék. Je mozné, ze pravé inhibice DNPH1 miZze byt zodpovédna

za cytotoxicitu 20H3MeOBAPR (Amiable et al., 2013; Voller et al., 2017).
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2.4.3 Cytoprotektivni funkce

Zatimco u nékterych piirozené se vyskytujicich cytokininovych ribosidi byl prokazan
silny cytotoxicky ucinek proti rakovinnym bunkam, jejich odpovidajici volné baze
toxicitu nevykazuji. Naptiklad kinetin a dal$i volné baze jsou zkoumany zejména pro
jejich protektivni G¢inky (Dolezal et al., 2007; Voller et al., 2010, 2019; Kadlecova et al.,
2019).

Bylo zjisténo, ze kinetin ptsobi jako hormetin, coZ znamena Ze zatimco jeho vysoké
davky (500 nmol-I"! a vice) in vitro zpiisobuji snizeni viability bunék a poskozeni DNA,
jeho nizké davky (do 100 n nmol-I") mohou byt naopak prospésné a ochrafiovat buiiky
pred oxidativnim stresem (Rattan, 2008; Othman et al., 2016). K dal$im pozitivnim
ucinktim kinetinu patii jeho u¢inek proti starnuti pii aplikaci na pokozku a slibné vysledky
se objevily i pfi vyuziti kinetinu podanim pacientiim s familidrni dysautonomii a také na
modelech dalSich neurodegenerativnich onemocnéni (Kadlecova et al., 2019). Dale bylo
zjisténo, Ze kinetin, mT a pT jsou schopni prodluzovat délku Zivota u Caenorhabditis
elegans, pficemz bylo dokazano, Ze kinetin je v C. elegans metabolizovan na formu
kinetin ribosidu a kinetin ribosidu-5"-monofosfatu (Kadlecova et al., 2018). Nékteré
derivaty kinetinu vykazuji silné protektivni ucinky na C. elegans vystavenému
oxidativnimu stresu. TaktéZ byla objevena silna protektivni schopnost téchto latek pred

UV zafenim na bunikach lidské kize in vitro (Honig et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material
3.1.1 Chemikalie

2-(2-aminoetyl)-6-metoxyfenol — ChemSpace (Cistota min. 95 %)

2-(2-aminoetyl)fenol — Enamine (¢istota min 95 %)

2,3-dietoxybenzylamin hydrochlorid — komer¢né nedostupny, ptipraven diive popsanou
syntézou dle Dolezal et al., 2006

2-fluoro-2-deoxyinosin — Jena Bioscience (Cistota min 99 %)
2-hydroxy-3-isopropoxybenzylaminu — komer¢né nedostupny, ptipraven diive popsanou
syntézou dle Dolezal et al., 2006

2-hydroxy-3-metoxybenzylamin hydrochlorid — komeréné nedostupny, piipraven diive
popsanou syntézou dle Dolezal et al., 2006

2-hydroxybenzylamin — Fischer Scientific (Cistota min. 98 %)

4-metylumbelliferyl B-D-N, N’, N"’-triacetylchitotriosid - Merck

6-chlorpurin ribosid — OIChemIm (Cistota min. 95 %)

akutasa — Sigma-Aldrich.

benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)fosfonium hexafluorfosfat (BOP) — Sigma
Aldrich (Cistota min. 97 %)

benzylaminopurin ribosid — Sigma Aldrich (Cistota min. 99 %)

dietyleter p. a. — VWR

DIPEA — Sigma Aldrich (Cistota min. 99 %)

DMF p. a. — Lach-ner

DMSO p. a. — Merck

EDTA — Sigma Aldrich

etanol p. a. - VWR

chloroform p. a. - PENTA

ivermectin — Merck

juglon (5-hydroxy-1,4-naftochinon) — Merck

kolagen — Sigma Aldrich

kurkumin — Merck

metanol p. a. - PENTA

MTT — Sigma Aldrich

n-butanol p. a. — Lach-ner
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orto-topolin ribosid — OlChemIm (¢istota min. 95 %)

PBS — Sigma Aldrich

triethylamin (TEA) — Sigma Aldrich (Cistota min. 99 %)

triton X-100 — Sigma Aldrich

trypsin — Sigma Aldrich

Vsechny ostatni pouzité chemikalie byly minimalné v Cistoté p. a.

3.1.2 Média a roztoky

NGM (nematode growth medium)

e 129 NaCl
e 1gpepton
e 7,8gagar

e ddH.0 do 400 ml

e 400 pl cholesterol (5 mg-ml-lv EtOH)
e autokldvovano, po zchladnuti pfidano:
o 200 pul 1M CaCl (sterilni)
o 400 pl 1M MgSOs (sterilni)
o 10 ml fosfatovy pufr pH 6.0
LB médium
e 10gtrypton
e 5 ¢ kvasnicovy extrakt
e 10g NaCl
e ddH20 do 1| a autoklavovano
roztok na vékovou synchronizaci C. elegans
e 8 mlvoda
e 1,5ml roztok NaCIO
e 0,5ml 10M NaOH

pufr na chitinazovy test

e 409 NaOH
e 75gglycin
e HOdoll

e srovnano pH na 10,6
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S-complete

M9

5,9 g NaCl

50 ml fosfatového pufru (nesterilni)
o 136 g KH2PO4
o ddH20 do 900 ml
o pH na 6,0 pomoci 5SM KOH
o ddHOdo1ll

1 ml cholesterolu (5 mg'ml v EtOH)
ddH20 do 1 | a autoklavovano
10 ml fosfatovy pufr (sterilni)
10 ml stopovych prvki (sterilni)

o 1,86 g Na2EDTA

o 0,69 gFeSOs - 7H.0

o 0,20 g MnCl; - 4H.0

o 0,29 92ZnS0O4 - 7TH0

o 0,016 g CuSO4

o doplnéno ddH,O do 1 |
3 ml 1M CaCl; (sterilni)
3 ml 1M MgSOs (sterilni)

15 g Na;HPO4 - 12 H.0

3 g KH2PO4

5 g NaCl

0,25 g MgSO4 - 7TH20

ddH20 do 1 | a autoklavovano

modifikované MS médium (v 11)

4 umol kyselina nikotinova

2,4 umol pyridoxin hydrochlorid
1,2 pmol thiamin

26,6 umol glycin

1,37 umol glutamin

1,8 umol myo-inositol

30 g sacharoza
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e 8gagar
e 5,37 umol kyselina naftyloctova (NAA)
e 0,5 umol BAP
Vsechny latky pouzité pro ptipravu médii a roztoki pochazeji z firmy Merck.
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) — Sigma Aldrich
EMEM (Eagle's Minimum Essential Medium) — Sigma Aldrich
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium) — Sigma Aldrich

3.1.3 Biologicky material

3.1.3.1 Bunécné linie

Pro testovani cytotoxicity byly pouzity nédorové bunécné linie lidské chronické
myeloidni leukemie K-562 a lidského karcinomu prsu MCF7 pochézejici z ECACC
(European Collection of Authenticated Cell Cultures, Anglie). Dale byly pouzity bunééné
linie lidského hepatoceluldrniho karcinomu HUH7, HepG2, SNU449 ziskané¢ z ATCC
(American Type Culture Collection) a HLF ziskané z JCRB Cell Bank (Japanese
Collection of Research Bioresources Cell Bank).

Bunky byly péstovany na Petriho miskach v tekutych médiich: linie HLF, HUH7,
K-562 a MCF7 v DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), HepG2 v EMEM
(Eagle’'s Minimum Essential Medium), SNU449 v RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute 1640 Medium) doplnénych o 10% fetalni sérum, glutamin (2 mmol-I?%),
streptomycin (100 ug-ml_l) a penicilin (100 IU-ml_l) Vv inkubdtoru pfi teploté¢ 37 °C
a v atmosfére 5% CO; a pravidelné byly pasazovany.
3.1.3.2 Caenorhabditis elegans
K experimentim byla vyuzita wild-type linie Caenorhabditis elegans N2. Hlistice byly
péstovany ve 20 °C za standardnich kultivaénich podminek (Stiernagle, 2006) na Petriho
miskach s NGM osazenych bakteriemi Escherichia coli OP50. Tento kmen bakterii je
uracil-auxotrofni a nemuze se nadale mnozit v médiich pro kultivaci C. elegans, ktera
jsou chuda na uracil. C. elegans i bakterie byly zakoupeny z Caenorhabditis Genetic
Center (Minnesota, USA).
3.1.3.3 Rostlinny material

Pro kalusovy biotest byl pouzit kalus rostliny Nicotiana tabacum L. cv. Wisconsin 38

péstovany pii 25 °C ve tm¢ na modifikovaném MS médiu. Pro senescencni biotest byla
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pouzita semena pSenice Triticum aestivum L. cv. Aranka. V Amaranthovém biotestu byla
vyuzita semena rostliny Amaranthus caudatus var. Atropurpurea.

3.1.4 Pristroje

analytické vahy

Bod tani — Biichi Melting Point B-540

CASY® cell counter and analyzer — OMNI Life Science, Némecko

centrifuga — Jouan BR4i

HPLC — HPLC Beckman Gold System

LC-MS — kapalinovy chromatograf Agilent 1290 Infinity Il s UV-VIS detektorem
a hmotnostnim detektorem Agilent InfinityLab LC/MSD

MS — Tandem Mass Spectrometer Q-Tof MicroTM — Waters

NMR — JEOL 500 ECA v DMSO-gs, TMS pouzit jako interni standard

svételny mikroskop — Leica DM IL LED

Tecan Infinite 200 PRO — Tecan Trading AG, Svycarsko

Thermoshaker (tfepaci inkubator) — Bioer — Mixing Block mg-102

TLC — silikagel desticky 60 WF2s4 (Merck)

vakuova rotacni odparka Heidolph

wMuicroTracker — InVivo Biosystems, USA
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3.2 Metody
3.2.1 Syntéza latek
3.2.1.1 Latka (2R,3R,4S,5R)-2-(6-((2-hydroxy-3-
methoxyfenetyl)amino)-9H-purin-9-yl)-5-
(hydroxymetyl)tetrahydrofuran-3,4-diol ($510)
Do Erlenmayerovy baiiky byl vlozen 6-chlorpurin ribosid (150 mg, 0,5 mmol) a 2-(2-
aminoethyl)-6-methoxyfenol (110 mg, 0,7 mmol) spole¢né s trietylaminem (TEA)
(114 pl, 0,8 mmol) a vse bylo rozpusténo v n-butanolu (2,3 ml). Tato reakéni smés byla
za stalého michani zahfivana na 90 °C po dobu 4 hodin. Reakce vychazela ze syntézy
popsané Tarkowskou et al. (2003) a zobrazuje ji schéma 1. Po uplynuti této doby bylo
provedeno kontrolni TLC (mobilni faze: CHCI3:MeOH 4:1). Nasledné byla reakéni smés
ponechana pifes noc v lednici pii 4 °C, kde doSlo k vysrazeni bilé krystalické latky.
Vysledny produkt byl promyt studenou vodou, vysusen (pii 60 °C), rekrystalizovan
Vv absolutnim etanolu a zfiltrovan. Filtrat byl poté zahustén na vakuové rotacni odparce
(VRO) a ponechan v lednici ke krystalizaci druhého podilu, ktery byl nasledné taktéz

zfiltrovan, promyt etanolem a ususen.

o]
\
CHy
OH
Cl HN
o + NJ\/EN\ TEA N| X N\
_
CHs N/ N 90 °C, n-butanol N/ N
OH
O ...\\OH O ..“\OH
HoN
HO “oH HO “oH

Schéma 1: Reakéni schéma piipravy latky SS10
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3.2.1.2 Latka (2R,3S,4R,5R)-2-(hydroxymetyl)-5-(6-((2-
hydroxyfenethyl)amino)-9H-purin-9-yl)tetrahydrofuran-
3,4-diol ($S11)
Reakéni smés 6-chlorpurinribosidu (166 mg, 0,6 mmol) s 2-(2-aminoethyl)fenolem
(100 mg, 0,7 mmol) v n-butanolu (2,7 ml) a za pfitomnosti TEA (127 ul, 0,9 mmol) byla
po dobu 4 hodin michdna a zahfivana na 90 °C. Reakce probihala dle schématu 2. Po
provedeni kontrolniho TLC (mobilni faze: CHCI3:MeOH 4:1) byla smés umisténa do
lednice, kde byl vykrystalizovan vysledny produkt. Nasledujici den byla smés zfiltrovana
a produkt byl promyt studenou vodou a usuSen. Pro zvySeni ¢istoty byla provedena
rekrystalizace v metanolu, po zfiltrovani byl filtrat odpaten na VRO a byl ziskan vysledny
¢isty produkt. Produkt zachyceny na frit¢ byl jeste jednou rekrystalizovan v metanolu za

vzniku druhého podilu.

NH,
NT X N\ TEA
s d -
t A N 90 °C, n-butanol
N

OH WOH

H,N

HO OH

Schéma 2: Reakéni schéma piipravy latky SS11
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3.2.1.3 Latka (2R,3R,4S,5R)-2-(6-((2,3-diethoxybenzyl)amino)-9H-
purin-9-yl)-5-(hydroxymetyl)tetrahydrofuran-3,4-diol
($S13)
V Erlenmayerové bance pod zpétnym chladicem byl smichan 6-chlorpurin ribosid
(250 mg, 0,9 mmol) a 2,3-diethoxybenzylamin hydrochlorid (254 mg, 1,1 mmol)
V n-butanolu (4,1 ml) v pfitomnosti TEA (190 pl, 1,4 mmol). Reakéni smés byla
zahtivana na 90 °C po 4 hodiny (viz schéma 3) a poté bylo provedeno ovéiovaci TLC
(mobilni faze: CHCl3:MeOH 4:1). Reakéni smés byla zahusténa na VRO a umisténa pies
noc do lednice pro naslednou krystalizaci. Dalsi den byla provedena filtrace a produkt byl

promyt dietyleterem. Filtrat byl opét zahusStén, pfes noc ponechdn v lednici a jeho

O\/CHs
(@]
cl HN LCH3J
(@] CH N
+ t > 90 °C nubutanol-; t = >

o]

k el

HO

naslednou filtraci byl ziskédn druhy podil.

wOH

“oH OH

Schéma 3: Reakéni schéma piipravy latky SS13
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3.2.1.4 Latka (2R,3R,4S,5R)-2-(6-((2-hydroxy-3-
isopropoxybenzyl)amino)-9H-purin-9-yl)-5-
(hydroxymetyl)tetrahydrofuran-3,4-diol ($S14)
Reakéni smés 6-chlorpurin  ribosidu (210 mg, 0,7 mmol), 2-hydroxy-3-
isopropoxybenzylaminu (200 mg, 1,2 mmol) a TEA (160 pl, 1,2 mmol) v n-butanolu
(3,5 ml) byla pod zpétnym chladi¢em za stalého michani zahfivana na 90 °C po dobu
4 hodin. Reakce probihala dle schématu 4. Po provedeni kontrolniho TLC (mobilni faze:
CHCI3:MeOH 4:1) byla reakéni smés odpafena na VRO na Zlutohnédy gel. Produkt byl
precistén pomoci sloupcové preparativni chromatografie s gradientem mobilni faze
CHCI3:MeOH od 19:1 po 4:1. Frakce obsahujici vysledny produkt, které byly od
ostatnich odliseny pomoci TLC (mobilni faze: CHCl3:MeOH 4:1), smichany a odpateny
na VRO. Vysledny produkt byl nasledné dosusen dietyleterem.

0 CHj
CH
OH °
cl HN
O_ _CH, N N
\r + N/ﬁ \> TEA N N| \>
CH \\ = 90 °C, n-butanol K e
OH ° N~ N N~ TN
WOH
HoN
HO “oH

Schéma 4: Reakéni schéma piipravy latky SS14
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3.2.1.5 Latka (2R,3R,4R,5R)-4-fluoro-5-(6-((2-
hydroxybenzyl)amino)-9H-purin-9-yl)-2-
(hydroxymetyl)tetrahydrofuran-3-ol ($516)
V bance byl smichan 2-fluoro-2-deoxyinosin (200 mg, 0,7 mmol) a BOP (393 mg,
0,9 mmol) spoleén¢ s DMF (4 ml), nésledovala DIPEA (194 pul, 1,1 mmol)
a 2-hydroxybenzylamin (110 mg, 0,9 mmol) na zaklad¢ upraveného postupu popsaného
Wanem et al. (2005). Reak¢ni smés byla v atmosféfe argonu michana pti 55 °C po dobu
24 hodin a jeji prabéh znazoriuje schéma 5. Po uplynuti reakéni doby byla pfitomnost
produktu ovétena pomoci TLC (mobilni faze: CHCl3:MeOH 4:1). Produkt byl ptecistén

pomoci preparativni kapalinové chromatografie s gradientem mobilni faze voda:MeOH

10 — 90% MeOH a 90 — 10 % MeOH) a dosusen dietyleterem.
E O
HN

H
BOP, DIPEA
OP, _ X N\
55 °C, DMF t >
Z N
N
\
o F
HO "’/OH

Schéma 5: Reakéni schéma piipravy latky SS16

41



3.2.1.6 Latka (2R,3R,4R,5R)-4-fluoro-5-(6-((2-hydroxy-3-
methoxybenzyl)amino)-9H-purin-9-yl)-2-
(hydroxymetyl)tetrahydrofuran-3-ol ($S17)
Byl smichan 2-fluoro-2-deoxyinosin (200 mg, 0,7 mmol) a BOP (393 mg, 0,9 mmol)
spole¢né s DMF (4 ml), DIPEA (194 pl, 1,1 mmol) a 2-hydroxy-3-methoxybenzylamin
hydrochloridem (169 mg, 0,9 mmol), reak¢ni smés byla za stdlého michani zahfivana na
55 °C v atmosféie argonu po dobu 24 hod. Reakce probihala dle schématu 6. Po uplynuti
reakéni doby bylo provedeno kontrolni TLC (mobilni faze: CHCl::MeOH 4:1)
a vysledny produkt byl pfecistén pomoci preparativni kapalinové chromatografie
s gradientem mobilni faze voda:MeOH 10 — 90% MeOH a 90 — 10 % MeOH) a dosusen

dietyleterem.

SCH,

OH

BOP, DIPEA
55 °C, DMF

Schéma 6: Reakéni schéma piipravy latky SS17

3.2.1.7 DalSi testované latky

Pro vybrané experimenty byly na testovani pouzity i latky pfipravené v praci Slamencova

(2018).

N
N

AN
") oH ' A h{
a5 WOH ‘.“
el el ol o
HO “oH vo—?  on HO on HO o
Ss1 Ss4 §s5 $s6

Obr. 10: Struktury latek pfipravenych v praci Slamencova (2018) pouzité pro vybrané
experimenty.
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3.2.2 Analytické metody

Jako analytické metody byly pouzity: pribézné ovéfovani priabéhu chemické reakce
pomoci tenkovrstevné chromatografie, méteni chromatografické Cistoty a hmotnostniho
spektra, ziskani *H NMR spekter pfipravenych latek, méfeni bodu tani. Viechny tyto
metody byly provedeny dle popisu v praci Slamencova (2018).

3.2.3  Testovani cytotoxicity na nadorovych bunéénych liniich

3.2.3.1 Priprava bunék

Pro samotny experiment musi byt bunky pfemistény z Petriho misek do 96jamkovych
desticek v definovaném mnozstvi. Z Petriho misek bylo nejprve odsato kultivacni
medium, buniky byly promyty 3 ml PBS a nasledn¢ byl ptidan 1 ml roztoku trypsinu (0,5 ¢
proteinu v 1 ) a EDTA (etylendiamintetraoctova kyselina) pro uvolnéni bun¢k ze dna
misky. Po né€kolika minutach byl stav bunék zkontrolovan pod svételnym mikroskopem
a k bunkam byly pfidany 4 ml piislusného média. Bunky byly pfeneseny do zkumavky
a zcentrifugovany pti 1200 rpm, pokojové teploté a po dobu 10 min. Supernatant byl poté
odsat a pelet byl rozsuspendovan v 5 ml ¢isttho DMEM média. Pomoci ptistroje CASY
bylo stanoveno mnozstvi bunék v 1 ml. Buriky s médiem byly nasledné napipetovany do
jamek mikrotitra¢ni desticky, pficemz vysledny objem v kazdé jamce byl 80 ul
a koncentrace byla 5000 bun¢k/jamka pro linii HLF a 4000 bunék/jamka pro linii HUH7,
12000 bunc¢k/jamka pro HepG2, 5000 bunék/jamka pro SNU449 a 5000 bunék/jamka pro
MCF7 a K-562. Bunky v desti¢kach byly zkontrolovany pod svételnym mikroskopem
a desticky byly do druhého dne ponechany v inkubatoru.

3.2.3.2 Testovani cytotoxicity

Testované latky byly rozpustény v DMSO a byla vytvofena koncentra¢ni fada osmi
koncentraci. Buiikky v mikrotitra¢ni destic¢ce byly oSetfeny sestupnou koncentracni fadou
testovanych latek, za¢inajici na koncentraci 100 pmol-I. Vsechny latky byly testovany
v triplikatu a celé méfeni bylo tfikrat nezavisle zopakovano.

Pro zjisténi cytotoxicity byly pouzity MTT test (linie hepatocelularniho karcinomu)
aresazurinovy test (linie MCF7 a K-562). Po 72 hodinach od otravy bunék bylo do kazdé
jamky pridano 20 ul MTT (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid)
nebo 10 pl resazurinu (4 mg v 16 ml 10% DMEM).

V ptipadé¢ MTT testu bylo po dalsich 4 hodinach bylo z jamek médium s MTT do
sucha odsato a do jamek bylo ptidano 100 pl DMSO pro rozpusténi vzniklych krystalt

formazanu. Pro dokonalé rozpusténi byly desticky s butikami umistény na tfepacku po

43



dobu 30 min. Po uplynuti této doby byla pomoci pfistroje Tecan zmétena absorbance pti
570 nm. Namé&fené hodnoty byly vyhodnoceny v programu Prism 8 (GraphPad Software,
Kalifornie, USA), kde byly také spocitany hodnoty ICsq.

V ptipad¢ resazurinového testu dochazi v zivych bunkach k redukci modrého
resazurinu na ruzovy fluorescen¢ni produkt resorufin (Niles et al., 2008). Po 3 hodinach
inkubace zmétena fluorescence pii excitaci 544 nm a emisi 590 nm na ptistroji Tecan
a hodnoty 1Csg byly vyhodnoceny v programu Prism 8 (GraphPad Software, Kalifornie,
USA).

3.2.4 Anthelminticka aktivita

3.2.4.1 Vékova synchronizace Cervi

Populace C. elegans, ktera obsahovala vétsi mnozstvi mnozicich se dospélcu byla
z udrzovaci misky smyta 2 ml M9 média a pfenesena do mikrozkumavek, které byly
kratce zcentrifugovany (10 s). Nasledné bylo médium odebrano a suspenze s Cervy byla
analogicky jest¢ dvakrat promyta M9, aby byly odstranény zbytky bakterii, kterymi jsou
C. elegans krmeni na udrzovacich miskach. Poté bylo médium odsato a misto né&j byl
ptidan roztok na vékovou synchronizaci C. elegans. Mikrozkumavky byly umistény do
termoshakeru pti 1500 rpm a pokojové teploté. Tento roztok rozpusti vSechna vyvojova
stadia cervi, kromé vajicek, ktera obsahuji chitin a jsou po ur¢itou dobu schopna snést
roztok na veékovou synchronizaci C.elegans. Po uplynuti 10 minut a viditelném
rozpusténi Cervy, byly vzorky kratce centrifugovany na mikrocentrifuze, byl odebran
bélici roztok na vékovou synchronizaci C. elegans a vzniklé peletky vaji¢ek byly tiikrat
promyty M9 médiem a jednou S-complete médiem. Po nasledném sto¢eni na
mikrocentrifuze byly peletky vaji¢ek odebrany a pieneseny do 5 ml S-complete média
v 15ml centrifugac¢ni zkumavce a umistény ptes noc na tfepac¢ku (150 rpm) v inkubatoru
pii 20 °C.

3.2.4.2 Hodnoceni anthelmintické aktivity

Mnozstvi Cerstvé vylihnutych larev C. elegans bylo spocitano a byla urCena jejich
koncentrace v1 ml. Roztok slarvami v S-complete médiu spole¢né s bakteriemi

(péstovany v LB médiu, promyty a resuspendovany v S-complete na pozadovanou

-1 -1
koncentraci 60 mg-ml ) (vysledna koncentrace bakterii v médiu s larvami: 3 mg-ml ) byl
napipetovan do 96jamkové desticky o koncentraci 15-30 Cervli na jamku. Latky byly
testovany ve dvou koncentracich: 500 pmol-I* a 50 umol-I", n&které latky byly z divodti

tvorby krystalii pii vy$§ich koncentracich testovany pii 100 umol-I* a 10 pmol-I*%. Jako
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pozitivni kontrola byl pouZit ivermectin (latka pouzivana v lidské i1 veterinarni mediciné
jako vysoce u¢inné anthelmintikum) o koncentracich 10 pmol-I* a 1 umol-I* a jako
negativni pak DMSO (1 % a 0,1 %) o objemu stejném jako testované latky. Vysledny
objem v vsech jamkach byl 60 ul. Pro zabranéni vyparovani média z desek, byly desky
ptelepeny folii a ponechany inkubovat na tfepacce (150 rpm) pii 20 °C po dobu 4 dni.
Poté byly ¢ervi v jednotlivych jamkach vizualné evaluovani pod svételnym mikroskopem
(mrtvi, zastaveni vyvoje, zpomaleni vyvoje, mén¢ potomstva, v poradku).

Nakonec byl proveden samotny chitinazovy test pro stanoveni aktivity chitinazy.
Do jamek bylo ptidano 1,5 pl 0,8umol-I* roztoku 4-metylumbelliferyl B-D-N, N’, N"’-
triacetylchitotriosidu (substratu pro chitindzu) a desky byly ponechdny 1 hodinu
inkubovat pii 37 °C. Poté bylo pfidano 30 ul pufru na chitinazovy test a nasledna
fluorescence byla zméfena na pristroji Tecan (excitace 360 nm, emise 460 nm).

3.2.5 Protektivni u¢inky na C. elegans vi¢i oxidativnimu stresu

Veékova synchronizace Cervi byla provedena zpilisobem popsanym pii testovani
anthelmintické aktivity.

Poté bylo spocitano mnozstvi Cerstvé vylihnutych larev inkubovanych pies noc ve
20 °C. Do 24jamkové desticky byli ¢ervi napipetovani v mnozstvi cca 300 Cervli na
jamku, bylo pfiddno 3 mg-ml? bakterii a S-complete médium. Finalni objem v kazdé
jamce ¢inil 500 pl média s cervy a bakteriemi. Latky byly testovany ve dvou
koncentracich 100 pmol-I"t a 10 pmol-I"t. Ve vsech jamkach byl objem DMSO srovnan
na stejné mnoZstvi. Jako pozitivni kontrola byl pouzit kurkumin (100 umol-I?) (latka
s protektivnimi u¢inky na riznych modelech schopna zvySovat odolnost C. elegans vuci
oxidativnimu stresu (Yu et al., 2014)) a jako negativni kontrola DMSO (0,5 ul-ml™).
Takto nachystana desticka byla inkubovana za stalého ttepani ve 20 °C.

Po tfech dnech inkubace, bylo 450 pl z kazd¢ jamky odebrano a pfeneseno do
mikrozkumavek a do kazdé byl pfidan 1 ml M9. Poté, co byly peletky usazeny, bylo
médium odebrano a stejnym zptisobem bylo promyti jest¢ dvakrat zopakovano. Na zavér
bylo k peletce ve 100 ul ptidano 400 ul M9 s ptidavkem 0,01% tritonu a 450 pl této
suspenze bylo pfeneseno do jamek ve hluboké 96jamkové desce. Odtud byla suspenze
rozpipetovana po 50 pl do 96jamkové desky, pricemz kazda podminka byla testovana
Vv kvadruplikatu.

Pro méteni oxidativniho stresu byla v desce nejprve po dobu 30 minut zméfena

inicialni pohyblivost ¢ervii na pfistroji wMicroTracker. Poté bylo do kazdé jamky pfidano
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50 pl juglonu o celkové vysledné koncentraci 500 pmol-I. Deska byla nasledné umisténa
do wMicroTrackeru a pohyblivost ¢ervti byla méfena pii teploté 20 °C po dobu 4 hodin.
3.2.6 Cytokininové biotesty

Pro zjisténi cytokininové aktivity pfipravenych latek byly provedeny cytokininové
biotesty. Jedna se o kalusovy, senescenéni a Amaranthovy biotest. Vysledky biotestl jsou
vztahovany k BAP, jehoz relativni aktivita ve vSech je 100 %. Tyto biotesty byly
navrzeny Holubem et al. (1998) a byly provedeny zpisobem popsanym v praci
Slamencova (2018).
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4 VYSLEDKY
4.1 Analyza pripravenych latek

4.1.1 SS10

Vytézek (teoreticky/redlny): 218 mg/148 mg (67,8 %)

HPLC Cdistota: 98+ % (bila krystalicka latka)

Sumarni vzorec: C19H23N50s

Mr: 417,4

MS (ESI+, m/z): 418

Bod tani: 224,8 °C —228,5 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 2.87 (t, J = 7 Hz, 2H), 3. 49-3.86 (m, 7H), 3.95

(d, J =25 Hz, 1H), 4.13 (d, J = 3 Hz, 1H), 4.60 (g, J = 5.5 Hz, 1H), 5.20 (d, J = 4,5 Hz,

1H), 5.38-5.52 (m, 2H), 5.87 (d, J=5.5 Hz, 1H), 6.61-6.86 (m, 3H), 7.90 (s, 1H), 8.22 (s,

1H), 8.33 (s, 1H), 8.60 (bs, 1H)

4.1.2 SS11

Vytézek (teoreticky/redlny): 225 mg/75 mg (33,2 %)

HPLC ¢istota: 100 % (naZloutla krystalickd latka)

Sumarni vzorec: C1g8H21NsOs

Mr: 387,4

MS (ESI+, m/z): 388

Bod tani: 239,6 °C — 242,5 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 2.86 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.48-3.75 (m, 4H),

3.95 (d, J =3 Hz, 1H), 4.08-4.17 (m, 1H), 4.60 (q, J = 5.5 Hz, 1H), 5.19 (d, J = 4.5 Hz,

1H), 5.39-5.50 (m, 2H), 5.87 (d, J = 5.5 Hz, 1H), 6.69 (t, J = 6.5 Hz, 1H), 6.78 (d, J = 8

Hz, 1H), 6.96-7.20 (m, 2H), 7.90 (s, 1H), 8.22 (s, 1H), 8.33 (s, 1H), 9.45 (s, 1H)

4.1.3 SS13

Vytézek (teoreticky/redlny): 388 mg/118 mg (30,4 %)

HPLC cistota: 100 % (bilé krystalicka latka)

Sumarni vzorec: C21H27N506

Mr: 445,5

MS (ESI+, m/z): 446

Bod tani: 145,1 °C — 145,6 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1.26-1.38 (m, 6H), 3.50-3.69 (m, 2H), 3.93-

4.16 (m, 6H), 4.53-4.80 (m, 3H), 5.20 (d, J = 4.5 Hz, 1H), 5.39 (t, J = 4.5 Hz, 1H), 5.46
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(d, J =6 Hz, 1H), 5.88 (d, J = 6 Hz, 1H), 6.75 (d, J = 6.5 Hz, 1H), 6.83-6.92 (m, 2H),
8.17 (s, 1H), 8.25 (s, 1H), 8.38 (s, 1H)

4.1.4 SS14

Vytézek (teoreticky/realny): 316 mg/47 mg (14,9 %)

HPLC Cdistota: 100 % (bilé krystalicka latka)

Sumarni vzorec: C2oH25N506

Mr: 431,4

MS (ESI+, m/z): 432

Bod tani: 76,8 °C — 80,1 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 1.19-1.35 (m, 7H), 3.48-3.59 (m, 1H), 3.61-
3.69 (m, 1H), 3.95(d, J = 3 Hz, 1H), 4.13 (d, J = 3 Hz, 1H), 4.43-4.67 (m, 4H), 5.20 (d, J
=4.5Hz, 1H), 5.36 (t, J = 6 Hz, 1H), 5.46 (d, J = 6 Hz, 1H), 5.88 (d, J = 6 Hz, 1H), 6.60-
6.74 (m, 2H), 6.82 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 8.18-8.41 (2H), 9.02 (s, 1H)

4.1.5 SS16

Vytezek (teoreticky/redlny): 278 mg/40 mg (14,4 %)

HPLC ¢istota: 100 % (bila krystalicka latka)

Sumarni vzorec: C17H18FNsO4

Mr: 375,4

MS (ESI+, m/z): 376

Bod tani: 112,4 °C —114,8 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 3.52-3.60 (m, 1H), 3.70-3.77 (m, 1H), 3.95-
3.99 (m, 1H), 4.44-4.65 (m, 2H), 5.24 (t, J = 6 Hz, 1H), 5.37 (t, J = 4 Hz, 1H), 5.48 (t,
J=3 Hz, 1H), 5.73 (d, J = 6 Hz, 1H), 6.24 (m, 1H), 6.69 (t, J = 7 Hz, 1H), 6.79 (d,
J=8Hz, 1H), 7.00-7.11 (m, 2H), 8.22 (s, 1H), 8.32 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 9.87 (s, 1H)
4.1.6 S8S17

Vytézek (teoreticky/realny): 300 mg/64 mg (21,3 %)

HPLC cistota: 100 % (bila krystalicka latka)

Sumarni vzorec: C1g8H20FNsOs

Mr: 405,4

MS (ESI+, m/z): 406

Bod tani: 118,5 °C —121,4 °C

'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 3.52-3.62 (m, 1H), 3.67-3.83 (m, 4H), 3.97 (t,
J=3Hz, 1H), 4.44-4.63 (m, 2H), 5.24 (t, J = 5 Hz, 1H), 5.37 (t, J = 3.5 Hz, 1H), 5.48 (t,
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J=3Hz, 1H), 5.73 (d, J = 6 Hz, 1H), 6.24 (m, 1H), 6.63-6.75 (m, 2H), 6.82 (d, J = 8 Hz,
1H), 8.22 (s, 1H), 8.34 (s, 1H), 8.40 (s, 1H), 9.29 (s, 1H)
4.2 Body tani

Tab. 3: Hodnoty bodu tani jednotlivych latek

Latka Bod tani

SS10 224,8 °C —228,5 °C
SS11 239,6 °C —242,5 °C
SS13 145,1 °C — 145,6 °C
SS14 76,8 °C — 80,1 °C
SS16 112,4°C—114,8 °C
SS17 118,5°C —121,4 °C

4.3 Cytotoxicita na nadorovych liniich

Tab. 4: Hodnoty ICs jednotlivych latek na nadorovych bunéénych liniich. Bunécéna linie
chronické myeloidni leukemie K-562, rakoviny prsu MCF7 a linie hepatocelularniho karcinomu
— HLF, HUH7, HepG2, SNU449. Veskera méfeni byla opakovana tfikrat. Hodnoty 1Cso u latek
SS1-8S6 pro nadorové linie K-562 a MCF7 a nenadorové ARPE-19 (buiiky lidské sitnice),
HaCaT (lidské keratinocyty) a BJ (lidské fibroblasty) byly publikovany jiz v praci Slamencova
(2018).

Latka Bunééna linie/lCso (umol/l)
ARPE-19 HaCaT BJ K-562 MCF7 HLF HUH7  HepG2 SNU449

$s1 >100 12,2 0,2 5,0 25,8 6,08 21,97 21,34 6,00
Ss4 >100 >50 7.3 >100 19,6 nt nt nt nt
$S5 >100 6,1 0,32 48 34,7 2,02 10,19 6,054 5,02
SS6 >100 18,6 0,52 75 34,0 7,69 28,36 20,29 20,09
Ss10 nt nt nt >100 >100 >100 >100 >100 >100
$s11 nt nt nt >100 >100 >100 >100 >100 >100
SS13 nt nt nt >100 >100 nt nt nt nt
SS14 nt nt nt >100 >100 nt nt nt nt
SS16 nt nt nt >100 >100 nt nt nt nt
Ss17 nt nt nt >100 >100 nt nt nt nt

nt — netestovano

Z latek piipravenych v této diplomové praci (SS10-SS17) ani jedna nevykazuje
cytotoxicitu vi¢i nddorovym liniim rakoviny prsu (MCF7) a chronické myeloidni
leukemie (K-562) (Tab. 5), latky SS10 a SSI1 byly otestovany i na liniich
hepatocelularniho karcinomu (HLF, HUH7, HepG2, SNU449), ale ani zde nebyla
prokézana jejich cytotoxicita. Predpoklada se, Ze ani zbyl¢ latky nejsou toxické pro linie

hepatocelularniho karcinomu, ovsem z ¢asovych divodi nebylo mozné toto ovéfit.
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Latky z bakalarské prace, vykazujici na nadorovych liniich K-562 a MCF7

(bohuzel 1 na nenadorovych liniich) zna¢nou cytotoxicitu, byly testovany i na liniich

.....

HLF je 2,02 umol-It a pro SNU449 5,02 pmol-I2.
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4.4 Anthelminticka aktivita
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Graf 1: Chitinazova aktivita v C. elegans vyjadiena procentualni intenzitou signlu vztazenou
k negativni kontrole (DMSO 100 %) po aplikaci pfipravenych latek ve dvou riznych
koncentracich: cl odpoyidé SQ umol 1 pro latky SS1, SS4, SS6, SS11, SS13,SS14,SS16aSS17,
10 pmol'I* pro latky SS5 a SS10 a 1 umol-1* pro ivermectin a koncentrace c2 odpovida 500
umol-I* pro latky SS1, $S4, §S6, SS11, §S13, SS14, $S16 a $S17, 100 umol-1'* pro latky SS5 a
SS10 a 10 umol 1" pro ivermectin. Jednotlivé hodnoty zna¢i primér z péti opakovani a chybové
usecky ukazuji stiedni chybu praméru (SEM).

Vétsina latek byla testovana v koncentracich 500 umol-17* a 50 pmol-1?, latky SS5 a SS10
byly testované pii niz§ich koncentracich: 100 pmol-I"t a 10 pmol-I?, z diivodu tvorby
krystald v médiu. Pii niz$i testované koncentraci byl pozorovan mirny pokles
chitinizové aktivity jen u latek SS16 a SS17, oviem u zadné z latek nedochazi k poklesu
chitindzové¢ aktivity z divodu akutni, reprodukéni ¢i vyvojové toxicity vici Cerviim
(jedna se pouze o snizeni reprodukéni kapacity). | piesto, ze koncentrace 500 pmol-I* se
zd4 byt veobecnd mirné toxicka u viech latek (nejvice pak u latek SS16 a SS17), dochazi

spise jen ke zpomaleni vyvoje ¢ervi. Ani vizualni hodnoceni v mikroskopu neodhalilo

vyrazny toxicky efekt, pouze mirné snizeni produkce potomstva.
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4.5 Protektivni aktivita na C. elegans
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Graf 2: Protektivni aktivita latek na jedince C. elegans ovlivnénych oxidativnim stresem
vyjadiena jako procentualni pokles mobility po aplikaci stresoru po aplikaci ptipravenych latek v
riznych koncentracich (100 umol 1" a 10 umol-1*) Jako negativni kontrola bylo pouzito DMSO
a pozitivni kurkumin. Vysledné hodnoty jsou primérem ze tfi opakovani experimentd a chybové
usecky znaci stfedni chybu praméru (SEM).

U jedinci C. elegans byl navozen oxidativni stres pfidavkem juglonu (vysledna
koncentrace v médiu: 500 pmol-1?%). Latky byly testoviny ve dvou koncentracich
10 umol-1ta 100 umol 17, avsak zadna z testovanych latek nebyla schopna konzistentng
zvysit ani snizit preziti jedinct C. elegans o vice nez 5 %, coz by naznacovalo mozné
protektivni U¢inky testovanych latek. VVzhledem k faktu, Ze jednotliva méfeni vykazuji
pomérné velky rozptyl (relativné velké chybové tsecky), bylo by vhodné experimenty

jeste vicekrat zopakovat, coz jiz nebylo z ¢asovych divodii mozné.
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4.6 Cytokininové biotesty

Tab. 5: Relativni aktivity ptipravenych latek v cytokininovych biotestech. Optimalni koncentrace
latek byly porovnany s aktivitou benzylaminopurinu (BAP), kde 100 % znamena 10° M
V Amarantovém biotestu, 10* M v senescenénim a 10° M v kalusovém biotestu.

Latka Amarantovy biotest Senescen¢ni biotest Kalusovy biotest
Optimalni Relativni Optimalni Relativni Optimalni Relativni
koncentrace  aktivita koncentrace  aktivita koncentrace  aktivita
(mol/L) (%) (mol/L) (%) (mol/L) (%)

SS10 10+ 18 (x4) 10 0 10+ 26 (+4)
SS11 10 83 (+7) 10°® 17 (+1) 10° 67 (+6)
SS13 10 8 (£1) 107 38 (+4) 107 29 (£5)
SS14 10 3 (£1) 10° 31 (+2) 10 33 (£3)
SS16 nt 107 4 (£1) 10% 0

SS17 nt 10° 0 107 24 (£3)

nt — netestovano

Z4dna z latek nedosahuje v testovanych cytokininovych biotestech aktivity prevysujici
hodnotu BAP, pouze latka SSI1 dosahuje relativné vysoké aktivity zejména
V Amarantovém biotestu. Latky SS16 a SS17 nebyly z Gasovych diivodii vlivem nastalé

mimotadné situace prozatim v Amarantovém biotestu testovany vibec.
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5 DISKUZE

Celkem Sest novych N°&-substituovanych derivati adenosinu bylo pfipraveno
modifikacemi ptivodné popsanych metod. Latky SS10, SS11, SS13 a SS14 vychazely
z puvodniho schématu syntézy popsané Fleysherem (1972), kde byly latky pfipravovany
nukleofilni substituci 6-chlorpurin ribosidu s pfislusnym aminem v absolutnim etanolu
a za pfitomnosti trietylaminu, Vv nékterych ptipadech zde byl TEA nahrazen CaCOs.
Reakéni smés byla v tomto ptipad€ vzdy michana pod zpétnym chladi¢em a reakéni doba
se pohybovala mezi 4 az 20 hodinami. Stejné reakéni schéma pouzivali pro syntézu
NE-substituovanych adenosint i Aronov et al. (1998), v obou p¥ipadech se vytézky reakci
pohybovaly mezi 80 a 100 %. Do souéasné podoby bylo reakéni schéma syntézy derivatt
aromatickych cytokinini modifikovano Tarkowskou et al. (2003), kde doslo k nahrazeni
ethanolu za butanol a stanoveni jednotnych podminek reakce, tj. zahtivani na 90 °C po
dobu 4 hodin. Wan et al. (2005) popsal jednokrokovou syntézu derivata
NE-benzyladenosinu reakci inosinu s piislusnym benzylaminem za tcasti BOP, DIPEA
a DMEF, vytézky zde se pohybuji mezi 65 — 99 %. Na zakladé téchto vysledki byla tato
metoda lehce modifikovana, inosin byl nahrazen 2-fluoro-2-deoxyinosinem a takto byly
ptipraveny latky SS16 a SS17. Latky byly ziskany s vytézky mezi 15 % a 68 % (reakce
podle Tarkowské et al. (2003) a mezi 14 — 21 % (upravena metoda dle Wana et al. (2005).
V piipadé optimalizace syntéz by bylo jist¢ mozné dosdhnout vyssich vytézku, alespon
takovych, jakych dosahovali autofi zminovanych publikaci, avSak optimalizace
podminek nebyla primarnim cilem této prace.

Voller et al. (2010, 2017) zjistili slibnou protinadorovou aktivitu u latek 0TR
a 20H3MeOBAPR, na zaklad¢ jejich zjisténi byly v praci Slamencova (2018) ptipraveny
Ctyfi nové derivaty odvozené OTR. Tyto latky pisobily vyznamné vaci testovanym
nadorovym liniim (ICso mezi 4-35 umol-I?), nanestésti podobnych hodnot bylo
dosahovano i na nenadorovych bunéénych liniich. V navaznosti na tyto poznatky byly
syntetizovany nové derivaty latek vychazejici ze struktury 20H3MeOBAPR s cilem najit
latku vykazujici podobny mechanismus ucinku. Tato latka se odliSuje od ostatnich
cytokininti zptisobem indukujicim apoptézu v naddorovych buinikdch a zaroven je
povazovana za jeden z nejaktivnéjSich cytokininovych ribosidi (median Glso na panelu
NCI-60 je < 0,2 umol-I"*)(Voller et al., 2017). Zadnéa z nové ptipravenych latek oviem

nevykazuje jakoukoli cytotoxickou aktivitu vii¢i testovanym nadorovym liniim, bylo tedy
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potvrzeno tvrzeni Vollera et al. (2017), Ze i drobna zména v chemické struktuie latek
muze vést k vyrazné zmén¢ aktivity.

U nukleosidi obsahujicich atom fluoru bylo zjisténo nékolik vyznamnych
vlastnosti. Zavedeni atomu fluoru bud’ do cukerného kruhu nebo do samotné baze mtize
mit zasadni vliv na biologické vlastnosti této latky. U nékterych 2’-deoxy-2'-
fluorovanych nukleosidii byl objeven terapeuticky potencial pro jejich antiviralni
a protinadorové ucinky (Meng a Qing, 2006). Wohlrab et al. (1985) prokazali
cytostatickou aktivitu vi¢i herpes simplex viru (HSV) u latky 2"-deoxy-2"-fluorocytidinu
interakci s viralni thimidin kinasou. Dale bylo zjisténo, Ze pro antiviralni funkci je
dilezity pravé substituent na pozici 2° cukerného kruhu, protoze pravé zde dochazi
k rozliSeni mezi DNA a RNA. U samotnych purinovych 2’-deoxy-2’-fluorovanych
ribosidi byla prokazana i aktivita proti HIV-1 (Maruyama et al., 1994), proti viru chiipky
(Tuttle et al., 1993) ¢i cytotoxicita na leukemickych bunikach (Thomas et al., 1994).
Z t&chto diivodii byly ptipraveny latky SS16 a SS17, které maji pravé v poloze 2” ribosy
vazany atom fluoru. Ani jedna z téchto latek ale nevykazuje jakoukoli cytotoxickou
aktivitu vaci nadorovym bunéénym liniim. Bylo by ale zajimavé provést v budoucnu
u téchto latek rovnéz testovani ptipadné antiviralni aktivity.

Kadlecova et al. (2018) zjistili, Ze nékteré cytokininy (K, pT, mT) jsou schopné
prodluzovat délku zivota C. elegans nebo dokonce tyto jedince chranit pted oxidativnim
¢i teplotnim stresem. Latky pfipravené v této praci byly proto testované na jejich
protektivni ucinky vici oxidativnimu stresu a zaroven byla otestovana i jejich mozna
anthelminticka aktivita. U Zadné z testovanych latek ale nebyla prokdzana vyrazna
aktivita at’ jiz v jednom nebo druhém experimentu. Experiment méfici protektivitu viaci
oxidativnimu stresu vykazoval pomérné velké odchylky mezi jednotlivymi méfenimi, to
muze byt zpisobeno jak biologickou variabilitou v ramci populaci C. elegans, tak
| caste¢n¢ nedokonalostmi v technickém zpracovani experimentil. Idealni by bylo
jednotliva méteni jeSté neékolikrat zopakovat, to ale bohuZzel z ¢asovych diivodu vlivem
nastalé mimotadné situace jiz nebylo mozné.

Pti testovani cytokininové aktivity nebyla u Zzadné z testovanych latek zjiSténa
aktivita prevysujici hodnoty BAP. Zna¢nou aktivitu si zachovava pouze latka SS11
v Amarantiovém biotestu a v o néco mensi mife i v kalusovém biotestu. Dle Holuba et al.
(1998) snizuje orto-hydroxylace na benzenovém jadie aktivitu téchto latek zejména
Vv kalusovém a senescencnim biotestu. Vzhledem k tomu, Ze vSechny pfipravené latky

jsou derivaty 0TR, ziskané vysledky jsou v souladu s danym tvrzenim. Na druhou stranu
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je potieba fici, Ze v porovnani se samotnym OTR jsou testované latky v biotestech
aktivnéjsi. Jist¢ by bylo zajimavé porovnat tuto aktivitu se stejnymi latkami ovSem

majicimi hydroxy- skupinu v poloze meta benzenového jadra (tedy s derivaty mTR).
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6 ZAVER

Cilem predlozené diplomové prace byla syntéza BAPR derivatl a ndsledné ovéieni jejich
biologické aktivity. V ramci prace bylo syntetizovano Sest novych derivata s cilenou
zménou substituentu na benzenovém jadie. Chemicka syntéza vSech pfipravenych
derivati vychazela bud’ z 6-chlorpurin ribosidu, piipadné¢ 2-fluoro-2-deoxyinosinu,
jakozto vychozich reaktantti, dle uvedené¢ho schématu (kapitola 3.2.1). Jejich naslednou
purifikaci bylo dosazeno chromatografické Cistoty vyssi nez 97 %, ktera je nezbytna pro
biologické testovani. VSechny derivaty byly charakterizovany pomoci vybranych
fyzikéalné-chemickych metod pro ovéteni jejich chemické struktury.

V ramci studia biologické aktivity byly otestovany jejich cytotoxické vlastnosti
vuci nadorovych buné¢nym liniim, dale pak byl zjistovan jejich vliv na jedince C. elegans
a nakonec hodnocena jejich cytokininova aktivita.

Zadny z ptipravenych derivatl nevykazoval cytotoxicitu na nadorovych bunéénych
liniich a ani jejich toxicita vici jedincim C. elegans nebyla prokazana — jisty pokles
reprodukéni kapacity jedinct C. elegans pii nejvyssi testované koncentraci latek byl
pravdépodobné zpuisoben spise obecnou toxicitou této koncentrace. Taktéz se neprojevily
zadné protektivni u¢inky pied oxidativnim stresem aplikovanym na jedince C. elegans.
V Kklasickych cytokininovych biotestech nedosahuje Zadna z latek aktivity srovnatelné

s aktivitou BAP, jenz byl pouzit jako pozitivni kontrola.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
2-OH-3-Me-BAPR — 2-hydroxy-3-methoxybenzylaminopurin ribosid
20H3MeOBAPR - 2-hydroxy-3-metylbenzylaminopurin ribosid
4-F-BAPR — 4-fluorobenzylaminopurinribosid

AHK?2 — Arabidopsis thaliana histidin kinasa 2

AHK3 — Arabidopsis thaliana histidin kinasa 3
AHK4/CRE1/WOL — Arabidopsis thaliana histidin kinasa 4
AHP — Arabidopsis histidin fosfotransferové proteiny

AIF — apoptozu indukujici faktor

ARPE-19 — bunécna linie epitelialnich bunék lidské sitnice
ARR — Arabidopsis response regulators

B16 — bunécna linie mysiho kozniho melanomu

BA, BAP — benzyladenosin, benzylaminopurin

BAPR — benyzalaminopurin ribosid

BJ — bunécna linie lidskych fibroblasta

BOP — benzotriazol-1-yloxytris(dimetylamino)fosfonium hexafluorofosfat
CDK —na cyklinech zavislé protein kinasy

CEM — bunéc¢na linie akutni lymfoblastické leukemie

CKR — cytokininové ribosidy

CKX — cytokinin oxidasa/dehydrogenasa (EC 1.5.99.12)
CPPU — N-fenyl-N"-(2-chloro-4-pyridyl)mocovina

cZ — cis-zeatin

CZR — cis-zeatin ribosid

DHZ — dihydrozeatin

DHZR — dihydrozeatin ribosid

DIPEA — N, N-diisopropylethylamine

DISC — death inducing signaling complex

DMAPP — dimetylalyl difosfat

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMF — dimetylformamid

DMSO - dimetylsulfoxid

DNPH1 — kandidatni lidsky onkogen

DPU - N,N’-difenylmocovina
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EDTA — etylendiamintetraoctova kselina

EMEM - Eagle’s Minimum Essential Medium

EtOH — etanol

FAS — smrtici receptor

G-361 — bunécna linie lidského maligniho melanomu

HaCaT — imortalizované lidské keratinocyty

HCT-15 — buné¢na linie kolorektalniho karcinomu

HepG2 — bunécéna linie lidského hepatoceluldrniho karcinomu (adherentni)
HL-60 — buné¢na linie akutni promyelocytické leukemie
HLF — bunéc¢na linie lidského hepatocelularniho karcinomu
HOS — bunéc¢na linie lidského osteogenniho sarkomu

HUH7 — buné¢na linie lidského hepatocelularniho karcinomu
iP — N-isopentenyladenin

iPR — N®-isopentenyladenin ribosid

IPT — isopentenyltransferasa

K — kinetin, 6-furfurylaminopurin

K-562 — bunécna linie z kostni dfen¢ chronické myeloidni leukemie
KR — Kkinetin ribosid

LOG - LONELY GUY

MCF7 — buné¢na linie z bunék rakoviny prsu

MeOH — metanol

mT — meta-topolin

mTR — meta-topolin ribosid

MTT - 3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
MYB — tfida transkripénich faktort

NCI160 — panel nadorovych linii

NGM — nematode growth medium

NIH3T3 — bunécna linie normalnich mysich fibroblasti

oT — orto-topolin

0TR — orto-topolin ribosid

P53 — tumor supresorovy gen

PBS — phosphate buffered saline

pT — para-topolin

pTR — para-topolin ribosid
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RPMI-1640 - Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium
SNU449 — bunééna linie lidského hepatocelularniho karcinomu
TDZ - N-fenyl-N"-(1,2,3-thidiazol-5-yl)moc¢ovina, thidiazuron
TEA — trietylamin

TLC — chromatografie na tenké vrstvé

TNFR — smrtici receptor

tZ — trans-zeatin

tZR — trans-zeatin ribosid

tZRDP — trans-zeatin ribosid difosfat

tZRMP — trans-zeatin ribosid monofosfat

tZRTP — trans-zeatin ribosid trifosfat

VRO - vakuova rotac¢ni odparka
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